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1.1.-Resumen 
Introducción 
Los linfocitos T desempeñan uno de los papeles más cruciales en la 
respuesta inmunológica: la respuesta adaptativa. La activación del linfocito T a 
través de su receptor, el TCR, desencadena una extensa red de señalización con 
decenas de proteínas intermediarias diferentes para generar respuestas efectoras 
adecuadas. El TCR es un complejo octamérico constituido por diferentes cadenas 
entre las que se encuentra CD247. La ausencia de cualquiera de los componentes 
del TCR se traduce en un defecto de desarrollo o función de los linfocitos T 
causante de SCID. Además, en los casos de deficiencias de CD247 se han descrito 
mutaciones somáticas minoritarias que son capaces de restaurar el defecto de 
expresión del TCR. 
El complejo CBM (CARD11-BCL10-MALT1) forma parte la ruta de 
señalización dependiente del TCR. Mutaciones en cualquiera de estos 3 genes se 
han reportado como causantes de SCID. 
Objetivos 
En este trabajo nos proponemos diseñar modelos celulares de 
inmunodeficiencias humanas originadas por la deficiencia de la cadena CD247 del 
TCR y de la molécula de señalización intracelular BCL10. 
Para ello, en la deficiencia de CD247 el objetivo es desarrollar un sistema 
que nos permita evaluar el impacto de las mutaciones en esta cadena sobre la 
expresión y funcionalidad del TCR mediante el uso de nuevas líneas celulares 
deficientes para CD247 y optimización de sistemas de transfección para introducir 
diferentes variantes del gen para estudiar su capacidad de reconstitución del TCR. 
Así mismo, se pretende estudiar el efecto de la deficiencia de BCL10 en la 
biología de los linfocitos T mediante una línea T humana deficiente en BCL10 y, 
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también, generar mediante edición génica líneas deficientes y heterocigotas para 
dilucidar si la heterocigosis de BCL10 se puede catalogar como haploinsuficiencia. 
Resultados y discusión 
Utilizamos una línea humana CD247 deficiente, PM1T, para hacer ensayos 
de reconstitución de la expresión de CD3 por transfección de diferentes variantes 
de CD247 (WT, Q70X, Q70W, Q70L, Q70Y). La línea PM1T reconstituyó con 
CD247 WT de manera menos eficiente el TCR que su línea homóloga de ratón 
MA5.8. La transfección de la mutación germinal Q70X, no indujo sobreexpresión 
de CD3 en la línea PM1T, pero sí en la línea de ratón. Al transfectar las mutaciones 
somáticas Q70L, Q70W y Q70Y, vimos que, aunque todas son mutaciones 
revertientes, no reconstituyen al mismo nivel, presentando Q70Y los valores más 
bajos. Debido a las dificultades para transfectar en HTLV-I, también se hicieron 
estos experimentos por transducción retroviral, que mejoraron la reconstitución del 
TCR, aunque con una eficiencia más baja, ya que las líneas inmortalizadas con 
HTLV-I son difíciles de infectar con otros virus. 
Mediante CRISPR/Cas9 generamos una línea Jurkat deficiente para CD247 
(ZKO). En esta línea los experimentos de reconstitución aumentaron su eficacia y 
permitieron ver que con la restauración de CD247 también se restaura la función 
del TCR. La reconstitución del TCR de las mutaciones somáticas fue menor en 
este modelo respecto a la proteína WT. La transfección en Jurkat ZKO y control 
nos permitió evaluar el efecto dominante negativo que pueden generar las 
mutaciones que eliminan la región citosólica de CD247, como ya vimos con Q70X. 
A partir de un nuevo caso con la mutación Q101X en CD247, vimos que el efecto 
dominante negativo se repetía, aunque menos acusado. Esto sugiere una 
correlación entre este efecto y la longitud de cadena que se pierda. 
A partir de una línea T BCL10 deficiente HTLV-I, generada a partir del 
único paciente descrito con defecto completo de esta proteína, pudimos comprobar 
que las respuestas inductoras a la estimulación del TCR mediadas por el CBM 
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estaban afectadas. Los marcadores de activación ICOS y CD25 y el factor de 
transcripción IRF4 no eran inducibles al activar la ruta del TCR. La producción de 
las citoquinas IFNγ, IL-2 y TNFα estaba reducida sustancial pero no 
completamente, lo que sugiere que el complejo CBM, si bien induce o regula su 
producción, no lo hace en exclusiva. 
Generamos por edición genética mediante la tecnología CRISPR/Cas9 dos 
líneas T derivadas de células Jurkat: una completamente deficiente para BCL10 y 
otra heterocigota con niveles de expresión reducidos a la mitad. Estas líneas 
confirmaron los datos obtenidos en las células HTLV-I derivadas del paciente.  
La producción de IL-2 estaba completamente impedida en la línea 
deficiente y la inducción de CD25 estaba parcialmente afectada. También vimos 
que la actividad proteolítica del complejo CBM, medida por la degradación de 
Reg-1, también se encontraba afectada. Curiosamente, en la línea heterocigota se 
observó un fenotipo idéntico a la línea deficiente. 
Conclusiones 
Al reproducir la línea PM1T la condición hallada en el paciente en el que 
se describió la mutación Q70X, cosa que no hacía el modelo anterior, 
consideramos más adecuado su uso como modelo. 
Con nuestros datos podemos concluir que la región intracelular de CD247 
en humanos y no en ratón es indispensable para la expresión del TCR en superficie, 
hallándose un efecto dominante negativo en aquellas mutaciones que acorten esa 
región. Las mutaciones somáticas descritas pueden revertir el defecto T, pero no 
todas con la misma eficiencia.  
En cuanto a BCL10, nuestros experimentos han mostrado como la ausencia 
de esta proteína es crítica para gran parte de las respuestas efectoras del linfocito 
T, como la inducción de marcadores de activación CD25 e ICOS, la producción 
de las citoquinas IL-2, INFγ y TNFα o el factor de transcripción IRF4, así como 
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de la actividad proteolítica de complejo, incapaz de degradar Regnasa 1 y a 
BCL10, ampliando la descripción que se realizó del paciente del que provenía la 
línea. Las líneas generadas deficientes y heterocigotos en BCL10 han permitido 
determinar que es necesaria una cantidad mínima de BCL10 para la señalización 
del CBM, y que por debajo de esa cantidad el complejo no se forma, generando un 
defecto similar al de la línea deficiente. Estos datos hacen plantear la idea de 
catalogar la deficiencia de BCL10 como autosómica dominante y considerarla 
como haploinsuficiencia. 
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1.2.-Abstract 
Introduction 
T-lymphocytes play one of the most crucial roles in the immune response: 
the adaptive response. The activation of the T lymphocyte through its receptor, the 
TCR, triggers an extensive signalling network with dozens of different 
intermediate proteins to generate adequate effector responses. TCR is an octameric 
complex made up of different chains, including CD247. The absence of any of the 
components of the TCR results in a defect in the development or function of the T 
lymphocytes causing SCID. In addition, in cases of CD247 deficiencies, minority 
somatic mutations have been described as capable of restoring the defect. 
The CBM complex (CARD11-BCL10-MALT1) is part of the TCR-
dependent signalling route. Mutations in any of these three genes have been 
reported to cause SCID. 
 
Objectives 
In this work we propose to design cellular models of human 
immunodeficiencies originated by CD247 chain and the intracellular signalling 
molecule BCL10 deficiency within the TCR. 
To this aim, in CD247 deficiency the objective is to develop a system that 
allows us to evaluate the impact of mutations in this chain on the expression and 
functionality of TCR through the use of new cell lines deficient for CD247 and 
optimization of transfection systems to introduce different variants of the gene to 
study its ability to reconstitute the TCR. 
It is also intended to study the effect of BCL10 deficiency in the biology of 
T lymphocytes using a human T line deficient in BCL10 and also to generate 
deficient lines and heterozygots by means of gene editing to elucidate whether 
BCL10 heterozygosis can be catalogued as haploinsufficiency. 
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It is also intended to study the effect of BCL10 deficiency on the biology of 
T lymphocytes and, also, to analyse by gene editing whether BCL10 heterozygosis 
can be classified as haploinsufficiency. 
 
Results and discussion 
We have used a deficient human CD247 line, PM1T, to perform 
reconstitution tests of CD3 expression by transfection of different variants of 
CD247 (WT, Q70X, Q70W, Q70L, Q70Y). The PM1T line reconstituted the TCR 
with CD247 in a less efficiently than its homologous line of mouse MA5.8. The 
transfection of the germinal mutation Q70X did not induce CD3 overexpression in 
the PM1T line, but it did induce CD3 overexpression in the mouse line. When 
transfecting the somatic mutations Q70L, Q70W and Q70Y, we noticed that, 
although all are revertant mutations, they do not reconstitute at the same level, with 
Q70Y showing the lowest values. Due to the difficulties of transfecting in HTLV-
I, these experiments were also made by retroviral transduction, giving an increase 
in the expression of TCR, although a lower efficiency, since the immortalized lines 
with HTLV-I are difficult to infect with other viruses. 
Through CRISPR/Cas9 we generated a deficient Jurkat line for CD247 
(ZKO). In this line, the reconstitution experiments increased their efficiency and 
allowed us to see that, with the restoration of CD247, the function of the TCR is 
also restored. The reconstitution of the somatic mutations was lower in this model 
with respect to the WT protein. The transfection into Jurkat ZKO and control 
allowed us to better evaluate the negative dominant effect that the mutations which 
eliminate the cytosolic region of CD247 can generate, as we already saw with 
Q70X. From a new case with the Q101X mutation in CD247, we noticed that the 
negative dominant effect was repeated, although less pronounced. This suggests a 
correlation between this effect and the chain length lost. 
From a HTLV-I deficient T BCL10 line, generated from the only patient 
described with a complete defect of this protein, we were able to verify that the 
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CBM-mediated inductive responses to CRT stimulation were affected. The 
activation markers ICOS and CD25 and the transcription factor IRF4 were not 
inducible when activating the TCR route. The production of the cytokines IFNγ, 
IL-2 and TNFα was substantially but not completely reduced, suggesting that the 
CBM complex, while inducing or regulating its production, is not an exclusive 
function of this pathway. 
Using CRISPR/Cas9 technology, we generate two T lines derived from 
Jurkat cells: one completely deficient for BCL10 and the other heterozygous with 
expression levels reduced by half. These lines confirmed the data obtained in 
HTLV-I cells derived from the patient.  
IL-2 production was completely impeded in the deficient line, and CD25 
induction was partially affected. We also saw that the proteolytic activity of the 
CBM complex, as measured by Reg-1 degradation, was also affected. 
Interestingly, an identical phenotype to the deficient line was observed in the 
heterozygous line. These data can be explained as a minimum requirement of 
BCL10 in order to initiate the MBC complex. These results would support an 
autosomal dominant inheritance model, which could facilitate the diagnosis of 
future patients. 
Conclusions 
When reproducing the PM1T line the condition found in the patient in 
which the Q70X mutation was described, which was not the case with the previous 
model, we consider its use as a model to be more appropriate. 
With our results, we can conclude that the intracellular region of CD247 in 
humans and not in mice is indispensable for the expression of the TCR in surface, 
being the mutations that shorten this region dominant negative. The somatic 
mutations described can reverse the T defect, but not all with the same efficiency. 
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As for BCL10, our experiments have shown how the absence of this protein 
is critical for much of the effector responses of T lymphocytes, such as induction 
of CD25 and ICOS activation markers, production of IL-2 cytokines, INFγ and 
TNFα or IRF4 transcription factor, as well as proteolytic activity of complex, 
unable to degrade Regnase 1 and to BCL10, broadening the description made with 
the patient from whom the line came. The generated deficient and heterozygotic 
lines in BCL10 have allowed to determine that a minimum amount of BCL10 is 
necessary for MBC signaling, and that below that amount the complex is not 
formed, generating a defect similar to that of the deficient line. This data makes us 
reconsider the idea of classifying BCL10 deficiency as autosomal dominant and 
considering it as haploinsufficiency. 
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Tabla 2.1. Abreviaturas utilizadas. 
Abreviatura Significado 
AD  Autosómica dominante 
ADA  Adenosine deaminase 
ADN Ácido desoxirribonucleico  
APC Antigen-presenting cell 
APS Persulfato de amonio 
AR Autosómica recesiva 
ARN Ácido ribonucleico 
Arp2/3 Actin-related protein 2/3 complex 
ARPC1B Actin-related protein 2/3 complex subunit 1B 
BCG  Bacillus Calmette-Guérin 
BCG-itis  BCG related local lymphadenitis 
BM Back mutation 
CaMK  Kinasa dependiente de Ca2+ 
CD  Grupo de diferenciación (Cluster of differentiation) 
CDM  Drosophila melanogaster myoblast city 
CDS  Coding sequence 
CI  control de isotipo 
CID Inmunodeficiencia combinada 
CML  Chronic Myeloid Leukemia 
CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4 
DAG  Diacilglicerol 
DC  Células dendríticas (dendritic cells) 
DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DOCK8  Dedicator of cytokinesis 8 
EBV  Epstein-Barr virus 
ERK  Extracellular signal-Regulated protein 
FACS Fluorescence-activated cell sorting) 
FBS  Suero fetal bovino (fetal bovine serum) 
gDNA Genomic DNA 
Geo-MFI  Media geométrica de la intensidad de fluorescencia 
GFP  Green fluorescent protein 
HIES Síndrome de Hiper IgE 
HSC  Hematopoietic stem cell 
HSCT  Hematopoietic stem cell transplantation 
HSV  Herpes Simplex virus 
HTLV-I  Human T cell lymphotropic virus type 1 
IFNγ  γ Interferon 
Ig  Immunoglobulina 
IkBα  NF-κB inhibitor α 
IKK  Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase 
IL  Interleuquina 
IP3 Inositol  (1,4,5)-triphosphate 
IRF  Interferon regulatory factor 
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Abreviatura Significado 
ITAM  Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif 
JAK  Janus kinase 
JNK  c-Jun amino-terminal Kinase 
kDa  kilo Dalton 
LAD Leukocyte adhesion deficiency. 
LAT  T Linker for Activation of T cells 
Lck  Lymphocyte-specific protein tyrosine Kinase 
LOF Loss-of-function 
MAPK  Mitogen-Activated Protein 
MHC  Major Histocompatibility Complex 
mRNA  Messenger ribonucleic acid 
MW Molecular weight 
MWM Molecular weigh Marker 
MYSM1 Myb Like, SWIRM And MPN Domains 1 
NaCl Cloruro de Socio 
NE No estimulado 
NFAT  Nuclear Factor of Activated T cells 
NF-κ-B  Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
NGS  Next generation sequencing 
NHEJ  Nonhomologous end-joining 
NK  Natural Killer 
NT  No transfectado 
O/N  Overnight 
PAMPs  Pathogen-associated molecular pattern molecules 
PBL  Peripheral blood lymphocytes 
PBMC  Peripheral blood mononuclear cell 
PC Plasmatic cell 
PCR  Polymerase chain reaction 
PHA-L  leucoaglutinina de Phaseolus vulgaris 
PI3K  Phosphoinositide 3-kinase 
PID  Primary immunodeficiency 
PIP3  Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate 
PKCθ  Protein Kinase C θ 
PLCg-1  Phospholipase Cg-1 
PLD1 Phospholipase D1 
PMA  Phorbol myristate acetate 
PMSF  Phenylmethylsulfonyl fluoride 
qPCR  Quantitative PCR 
RAG1  Recombination activating gene 
Reg-1 Regnasa-1 
RPMI Medio de cultivo (Roswell Park Memorial Institute) 
RT Room temperature 
SCID Severe combined immunodeficiency 
SD  Standar deviation 
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Abreviatura Significado 
SDS Duodecil sulfato de sodio 
SDS-PAGE  Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS 
SEE  Staphylococcal enterotoxin E 
SH2  Src-homology 2 
SH2D1A SH2 domain–containing protein 1A 
SH3 Dominio de unión a prolinas 
SI  Immunological synapse 
SSM Second site mutation 
TCR T cell receptor 
TEMED N,N,N,N’-tetrametilendiamina 
TESK  Testicular protein kinase 
TNF  Tumor necrosis factor 
Tris (hidroximetil) aminometano 
TYK  Tyrosine kinase 
U Unidades 
UTR Untranslated region 
V Voltio 
w Pocillo (well) 
WAS Síndrome de Wiskott Aldrich 
WASP Wiskott Aldrich Syndrom proteine 
WHIM Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections and Myelokathexis. 
WT Wild type 
XL-EDA-ID Anhidrotic ectodermal dysplasia with immunodeficiency 
ZAP70  Zeta-chain-associated protein of 70 kDa) 
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Los linfocitos T son células de la inmunidad adaptativa que se caracterizan por sus 
receptores variables TCR (T Cell Receptor), que se generan por el reordenamiento 
génico de sus genes. Este sistema permite que cada célula individual presente un 
TCR diferente que le permita reconocer un patógeno distinto. 
Los linfocitos T se dividen en dos categorías en función del tipo de TCR 
que expresan: los linfocitos TCRαβ, mayoritarios, y los TCRγδ, minoritarios. Los 
linfocitos tienen dos funciones principales, que son reconocer y eliminar células 
infectadas y reconocer antígenos y coordinar el resto de la respuesta inmunitaria. 
(Abbas et al, 2007) 
 
3.1.-El TCR 
El TCR es un complejo receptor de membrana formado por ocho cadenas 
agrupadas en cuatro dímeros. El primero de todos es el dímero variable αβ, 
formado por las cadenas TCRα y TCRβ en linfocitos αβ, TCRγ y TCRδ en los 
linfocitos γδ respectivamente, y son estas cadenas las encargadas de reconocer el 
antígeno cuando éste les es presentado por una célula presentadora de antígeno 
mediante el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Los genes de estas 
dos cadenas se encuentran fraccionados en segmentos V, D (Solo en TCRβ) J y C, 
habiendo millones de combinaciones por permutación diferentes. Estas dos 
moléculas constan de dos dominios inmunoglobulina (Ig) y una región 
transmembrana (TM), siendo la región intracelular demasiado corta para transmitir 
ninguna señal. Junto a las cadenas TCRαβ se encuentran las cadenas invariables 
del TCR. Estas cadenas son CD3γ, CD3ε, CD3δ y CD247 (también conocida como 
cadena ζ). Las proteínas CD3 son proteínas de membrana con un dominio IG 
extracelular, una región transmembrana por la cual heterodimerizan de forma 
covalente (CD3γ-CD3ε y CD3δ-CD3 ε) y una región intracelular con un dominio 
ITAM que consiste en dos tirosinas precedidas tres posiciones antes de leucinas o 
isoleucinas. CD247 es el único homodímero del TCR, y difiere del resto de cadenas 
invariables en que apenas tiene región extracelular, y sin embargo presenta una 
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región citoplasmática más larga que las cadenas CD3 con tres ITAMs 
consecutivos. Estos dímeros se mantienen unidos y transmiten su señal a través de 
uniones electroestáticas de residuos cargados en su región transmembrana (Call et 
al., 2002) (Figura 3.1).  
 
Figura 3.1. El receptor de células T. Esquema de las cadenas que componen el TCR y su 
estructura. 
 
La alta complejidad del TCR y la importancia biológica que desempeña 
hacen que el proceso de ensamblaje y transporte sea muy sensible y regulado. En 
el retículo endoplásmico se generan los dímeros y también se ensamblan TCRαβ-
CD3γε-CDδε, formándose un TCR hexamérico incompleto que es transportado al 
aparato de Golgi donde espera a unirse al dímero CD247-CD247. Si no se 
incorpora CD247, el TCR no se transporta hasta la superficie, se retiene en el 
aparato de Golgi y se transporta a lisosomas para su degradación (Sussman et al., 
1988). 
 
Cuando el TCR se une a su epítopo, el TCR sufre un cambio conformacional 
por el cual las colas intracelulares de las cadenas invariables salen de la membrana 
plasmática, donde se encuentran unidas en estado de inactivación, y quedan 
expuestos sus motivos ITAM. Una vez se exponen los ITAMs, son fosforilados 
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por quinasas, y se les unen otras quinasas como ZAP70, comenzando una cascada 
de señales en varias vías que dan como consecuencia la activación de respuestas 
efectoras, la proliferación del linfocito o la reorganización del citoesqueleto (Gaud 
et al., 2018). 
 
3.2.-Complejo CBM 
El complejo CBM (CARD-BCL10-MALT1) es un multímero de gran 
tamaño que señaliza en multitud de linajes celulares, tanto hematológicos como de 
otros tejidos. Este complejo consta de tres proteínas diferentes (Figura 3.2): 
Una proteína iniciadora del complejo: esta proteína es el componente 
variable del CBM, que en función del linaje celular expresa una proteína de 
la familia CARD diferente. Así, en linajes linfoides se expresa CARD11, 
en mieloides CARD9, en queratinocitos CARD14 y en células de la dermis 
y endotelio CARD10 (Rosebeck et al., 2011). Estas proteínas constan de un 
dominio CARD de polimerización por el cual interacciona con BCL10, un 
dominio CC con el que dimerizan con otros CARD y un dominio de 
asociación a la membrana MAGUK (PDZ, SH3 y dominio GUK). A este 
dominio en linfocitos se le atribuye la función de formar el complejo de 
señalización en la región sináptica (Thome et al., 2010). En CARD9 este 
dominio está ausente. 
Esqueleto del complejo: la proteína BCL10 (B Cell Lymphoma 10) 
es una pequeña proteína adaptadora sin ninguna función de señalización 
propia, más que la de reclutar a otras proteínas. Esta proteína consta de un 
dominio CARD con el que se une a la proteína iniciadora CARD activada 
y con el que también se une a otras moléculas BCL10 para autopolimerizar, 
y otro dominio rico en serinas y treoninas con el que interacciona con 
MALT1 (Gehring et al., 2018). Además del CBM, BCL10 forma parte de 
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la respuesta de reparación a daños en el ADN (Ismail et al., 2016), 
trasladándose a las zonas de daño y reclutando proteínas de la maquinaria 
de reparación del ADN como RAD50 y BRCA1. 
Proteína transmisora de la señal: MALT1. La paracaspasa MALT1 
(Mucosa-Associated Lymphoid tissue lymphoma Translocation protein 1) 
es una paracaspasa que presenta un dominio con funciones proteolíticas, un 
Dead Domain (DD) y tres dominios inmunoglobulina con los que 
interacciona con BCL10 (Thome, 2008). Esta proteína está muy conservada 
filogenéticamente, existiendo proteínas con homólogos hasta el filo de los 
cnidarios (Staal et al., 2018). 
  
Figura 3.2. Componentes del CBM. Esquema con la estructura de las proteínas 
CARD11, BCL10 y MALT1.  
 
3.2.1.-Activación y señalización del CBM en linfocitos T 
Cuando se activa el TCR y se desencadena su señalización, se producen una 
serie de pasos ya descritos anteriormente hasta que se llega a PCKθ. Esta quinasa 
fosforila CARD11, que se encuentra inactiva, plegada con las regiones CARD y 
MAGUK ocultas, y se despliega comenzando a formar complejos con otras 
moléculas CARD por el dominio CC y SH3, se unen a la membrana y comienzan 
a reclutar las primeras moléculas de BCL10 (David et al., 2018). BCL10 y 
MALT1, que ya se encuentran unidos sin necesidad de polimerización 
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(Schlauderer et al., 2018), empiezan a auto polimerizar a través del dominio CARD 
de BCL10 partiendo del complejo CARD11 activo que se comporta como 
nucleador (David et al., 2018). 
Una vez el complejo está formado, este señaliza a través de MALT1 por dos 
vías diferentes que serán descritas a continuación. 
 
Ruta de activación de NF-κB 
A MALT1 se le une TRAF6 (David et al., 2018) y este ubiquitina MALT1 
en la posición K63 (Sun et al., 2004). Sobre esta modificación se recluta TAK1. 
Por un lado, TAK1 recluta y activa a las proteínas MAPKs JNK y P38 (Ruland 
and Hartjes, 2019), y por otro, activa a la quinasa IKKα, que a su vez fosforila a 
IκBα, la proteína represora de NF-κB. Al fosforilarse IκBα, esta se disocia de NF-
κB, que se transloca al núcleo y ejerce su función transcripcional.  
 
Actividad proteasa 
MALT1 tiene además actividad proteolítica propia como proteasa a través 
de su dominio paracaspasa, con el cual proteoliza proteínas concretas que están 
implicadas en rutas de señalización proinflamatorias (Ruland and Hartjes, 2019). 
 Esta paracaspasa proteoliza una secuencia diana específica LVSRG, 
cortando a la altura de la arginina (Wiesmann et al., 2012). Entre las dianas de 
MALT1 se encuentran BCL10 y la propia MALT1, un bucle que le sirve como 
forma de acotar el tiempo y la intensidad y de la señal del CBM, CYLD, A20 y 
HOIL1 y RELB que regulan la vía de activación de NF-κB y las proteínas de unión 
a ARN Regnasa-1 Roquin-1 y Roquin-2 (Demeyer et al., 2016).  
Las proteínas de unión a ARNs o RBPs (RNA binding protein), son 
proteínas antiinflamatorias que se unen a un motivo específico de la región 3’ UTR 
de ARNs proinflamatorios para promover su degradación. Estas proteínas se 
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expresan constitutivamente en multitud de tipos celulares, entre ellos los linfocitos 
T, y actúan como un segundo nivel de represión postranscripcional. Cuando el 
linfocito se activa, estas proteínas son proteolizadas para permitir la traducción de 
los RNA proinflamatorios. Entre los genes cuyos mensajeros son reprimidos por 
esta vía se encuentran IL-6, IL-2, IFNγ, ICOS, Ox40, CD25 o IRF4 (Takeuchi, 
2018). 
 
3.3.-Inmunodeficiencias primarias 
Cuando uno o varios genes con relevancia para el sistema inmunitario 
presentan una mutación por la que la función que desempeña no la cumple 
adecuadamente, se produce una inmunodeficiencia primaria. Hay reportados 
cientos de genes con mutaciones que se asocian con inmunodeficiencia. Según el 
papel del gen comprometido, las inmunodeficiencias afectan a diferentes 
poblaciones del sistema inmunitario con rasgos fenotípicas y funcionales 
diferenciables, y susceptibilidad por infecciones diferenciables (Al-Herz et al., 
2014). 
 
 3.3.1.-Deficiencias del TCR (TCRID) 
Dentro de las inmunodeficiencias congénitas, las TCRID son muy poco 
frecuentes y existen pocos pacientes descritos (Marin et al., 2014). Estas 
enfermedades se deben al defecto de alguna de las cadenas que componen el TCR, 
que impide su ensamblaje y función de manera parcial o completa, por lo que la 
característica común de estos defectos es un paciente con SCID a edad temprana y 
una linfopenia específica de linfocitos T que, además, presenta un defecto de 
expresión de CD3 en superficie. No todas las cadenas tienen el mismo papel dentro 
del TCR y, por lo tanto, no todas afectan a los parámetros anteriores de la misma 
manera (Tabla 3.1) 
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En los defectos completos de CD3ε y CD3δ, los linfocitos, que durante su 
desarrollo en el timo no pasan la selección positiva al no poder expresarse el TCR, 
no llegan periferia y el paciente presenta una linfopenia total en sangre. La 
deficiencia de en cualquiera de estas cadenas es muy grave, y el paciente no 
sobrevive si no recibe un trasplante de células madre lo antes posible (Tabla 3.1).  
En ambas inmunodeficiencias se han reportado además deficiencias 
parciales con linfopenias menos restrictivas (en torno al 35% de las PBLs totales) 
y niveles de expresión del TCR no tan reducidos como en la inmunodeficiencia 
total. En el caso de la deficiencia parcial de CD3ε el único paciente conocido no 
desarrolló SCID ni necesitó un trasplante (Soudais et al., 1993), mientras que en 
los tres casos de deficiencia parcial de CD3δ, todos precisaron de un trasplante de 
médula, y solo uno de ellos llegó a sobrevivir (Gil et al., 2011). Estos pacientes 
presentaban además un aumento de la proporción de linfocitos Tγδ, y un aumento 
significativo de una población sumamente rara en individuos sanos que son los 
linfocitos Tγδ CD4+ (Garcillan et al., 2014) 
En el caso de CD3γ esta cadena parece ser más redundante que las dos 
anteriores, y los linfocitos consiguen pasar la selección tímica con un defecto 
parcial de expresión de TCR en superficie. La gravedad de la definciencia de esta 
cadena es menor, teniendo una edad media de diagnóstico más elevada y una alta 
supervivencia en pacientes sin trasplantar. Sin embargo, esta deficiencia específica 
se asocia a problemas autoinmunes y afectación de linfocitos T reguladores 
(Gokturk et al., 2014; Rowe et al., 2018). 
De la cadena TCRα, se han observado dos hermanos con un defecto total en 
debido a una mutación en la región constante, por lo que afectaba a cualquier tipo 
de reordenamiento. Estos pacientes presentan una linfopenia selectiva de linfocitos 
T αβ, pero de manera compensatoria presentaban niveles muy elevados de 
linfocitos γδ que al no usar la cadena TCRα, pueden generar un TCR completo y 
pasar la selección en el timo de manera normal (Morgan et al., 2011).  
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Tabla 3.1: Casos observados de inmunodeficiencias del TCR. Aspectos clínicos y 
moleculares 
Gen Pacientes 
% supervivencia Edad media 
al diagnóstico 
(meses) 
% CD3+ 
(PBL) 
Mutación 
Referencia sin 
TPH 
con 
TPH 
Molecular Proteína 
CD3E 4 0 50 2 2 
c.520+2T>C p.P34_R117del 
(Soudais et al., 1993) 
c.230G>A p.W59X 
c.128_129d
el 
p.T43fsX56 
(de Saint Basile et al., 
2004) 
c.49+1G>C p.0 (Fuehrer et al., 2014) 
CD3D 16 0 53 3 3 
c.202C>T p.R68X 
(Dadi et al., 2003), 
 (de Saint Basile et al., 
2004) (Marcus et al., 
2011) 
c.279C>A p.C93X 
(de Saint Basile et al., 
2004) 
c.275-2A>G p.M92_A136del (Takada et al., 2005) 
TCRa 2 ‒ 100 6 y 15 36 c.*G>A p.T107LfsX56 (Morgan et al., 2011) 
CD247 3 ‒ 33 2-10 48 
c.207C>T p.Q70X 
(Rieux-Laucat et al., 
2006) 
c.411insC p.D138RfsX272 (Roberts et al., 2007) 
c.2T>C p.M1T (Marin et al., 2017) 
CD3G 11 80 0 110 35 
c.1A>G p.M1V 
(Arnaiz-Villena et al., 
1992) 
c.205A>T p.K69X (Recio et al., 2007) 
c.80(-
1)G>C 
p.N28VfsX1 
(Arnaiz-Villena et al., 
1992) 
(Gokturk et al., 2014) 
(Tokgoz et al., 2013) 
c.del213A   p.K71NfsX39 Lee (in press) 
Total 36 
       
 
3.3.2.-Deficiencia de CD247 
La deficiencia de la cadena CD247 ha sido observada en tres pacientes, 
todos ellos pediátricos, con SCID, linfopenia T moderada y linfocitos T con niveles 
muy bajos de TCR extracelular.  
El primer paciente con deficiencia de CD247, descrito por Rieux-Laucat 
(Rieux-Laucat et al., 2006), debutó con cuatro meses y presentaba infecciones 
recurrentes por virus EBV e infecciones fúngicas y bacterianas. Mostraba números 
normales de linfocitos T y NK, mientras que los linfocitos T se encontraban a 
niveles muy bajos y con un defecto de expresión del CD3 muy acusado, así como 
inversión CD3/CD4. Estas células no eran funcionales cuando eran estimuladas 
con anti-CD3.  
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La alteración molecular que presentaba era una mutación de codón de 
parada prematura, eliminaba la mayor parte de la región citoplasmática de CD247, 
quedando suprimidos los tres ITAMs (p.Q70X). El 10% de los linfocitos T CD4 
tenían niveles normales de expresión de CD3 en superficie, viéndose por 
secuenciación que estas células eran una mezcla de células con tres mutaciones 
somáticas diferentes revertientes en el mismo codón que la mutación germinal, que 
generaban mutaciones missense, pero eliminaban el codón de parada prematuro 
(p.Q70L, pQ70W y p.Q70Y). Estas células revertientes, sin embargo, no eran 
funcionales. 
El segundo paciente descrito (Roberts et al., 2007), presentaba una clínica 
similar con debut a los cuatro meses y numerosas infecciones bacterianas y por 
CMV. La linfopenia T era menos acusada, aunque eran linfocitos con niveles bajos 
de TCR y no respondían a estímulos. La población de células revertientes en este 
caso era bastante menor en comparación con el primer paciente (0,6%), aunque no 
fueron secuenciadas. A nivel genético el paciente presentaba en homocigosis la 
mutación c.411insC, que rompía el marco de lectura generando un péptido 
aberrante de 134 aminoácidos, aunque los estudios hechos en este caso 
demostraron que la proteína resultante no se expresaba. 
El tercer caso fue descrito por nuestro grupo de investigación entre 2016 y 
2017 (Marin et al., 2017; Vales-Gomez et al., 2016). Este caso relataba una niña 
turca de padres consanguíneos que sufrió su primera infección a los dos meses de 
edad al desarrollar BCGitis tras la vacuna BCG, y posteriormente presentar una 
infección aguda por CMV y parainfluenza. A nivel inmunológico, presentaba una 
linfopenia T con inversión CD4/CD8 y valores normales de NK, pero bajos de 
linfocitos B. La inmunoglobulina IgG también se encontraba elevada, aunque el 
resto no. 
Esta paciente presentaba la mutación c.2T>C en homocigosis que eliminaba 
el codón de inicio, impidiendo la traducción de la proteína y generando un defecto 
completo de esta. Estas células no eran funcionales al ser estimuladas vía TCR. La 
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paciente presentaba una pequeña población con niveles normales de CD3 en 
superficie (0.36% de las células CD3) y expresión de CD247. Su secuenciación 
arrojo dos mutaciones revertientes: la primera, revertía a la secuencia WT (back 
mutación) y la segunda generaba un nuevo codón de inicio tres posiciones antes 
que el original, dando lugar a un péptido señal tres aminoácidos más largo que, al 
ser cortado durante la traducción, generaba una proteína CD247 normal 
(p.M1TextM-3). 
 
Figura 3.3. Mutaciones en CD247. Resumen de las mutaciones germinales (Negro), y 
somáticas (Rojo), reportadas hasta la fecha en CD247. PS: péptido señal, EC: 
extracelular, TM: transmembrana, IC: intracelular. 
 
3.3.3.-Reversiones somáticas 
Se han descrito pacientes con enfermedades genéticas, especialmente en 
casos inmunodeficiencias primarias, que presentaban una proporción de células 
que habían sufrido una mutación somática que rescataba la expresión o función de 
la proteína afectada. 
Este fenómeno ocurre generalmente en enfermedades las cuales el defecto 
tiene lugar en células con alta tasa de replicación como la piel, o inmunitarias, 
principalmente con afectación linfoide.  
Se han descrito decenas de genes en los que se han documentado pacientes 
con deficiencia y mutaciones somáticas (Tabla 3.2). El alto proceso de control del 
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desarrollo y maduración de los linfocitos T y B para evitar autoinmunidad y su 
bloqueo en algunas deficiencias que impide el desarrollo de estos mismos, hace 
que estas mutaciones revertientes supongan una ventaja selectiva respecto al resto 
de células no revertientes.  
No se conoce un mecanismo específico por el cual estas mutaciones sean 
dirigidas, aunque no en todos los genes ocurre con la misma frecuencia. Este tipo 
de mutaciones son muy poco frecuentes, y son muy pocos los pacientes descritos 
con este tipo de mosaicismos, siendo el caso más frecuente el de las reversiones 
somáticas en el síndrome de Wiskott-Aldrich, donde se estima que 
aproximadamente el 10% de los pacientes pueden presentar poblaciones de 
linfocitos revertientes (Stewart et al., 2007). El consenso general es considerar que 
estas mutaciones ocurren al azar y presentan una ventaja selectiva al más puro 
estilo darwiniano, y si esta ventaja selectiva desaparece, la población revertiente 
se pierde, como por ejemplo un paciente con deficiencia de ADA con reversión en 
linfocitos T en el que al someterle a tratamiento con PEG-ADA esta desaparece 
(Moncada-Velez et al., 2011). 
Las reversiones somáticas se pueden clasificar por su localización: cuando 
la mutación somática es la reversión exacta a la secuencia original hablamos de 
back mutation (BM) y cuando se trata de mutaciones que ocurren próximas a la 
germinal que contrarrestan el defecto, pero con pequeños cambios en la proteína 
resultante, hablamos de second site mutation (SSM). También se han dado casos 
de defectos con heterocigotos compuestos en los que ocurren recombinaciones 
intragénicas que generan un alelo WT y otro alelo con las dos mutaciones. 
Principalmente las reversiones ocurren sobre linfocitos T CD4, pero 
también en linfocitos CD8 y linfocitos B. La presencia de reversiones somáticas 
no implica una alteración sobre la clínica del afectado, siendo muy pocos los casos 
en los que se reduce la sintomatología (Le Guen et al., 2015). 
La inmunodeficiencia por deficiencia de CD247 es un caso singular. En 
primer lugar, de los tres pacientes descritos, todos presentaban reversiones 
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somáticas. El primer paciente presentaba un 10% de células revertientes con tres 
SSM diferentes; en el segundo paciente, aunque no se secuenciaron, sí fue descrita 
una proporción de células con niveles elevados de CD3 en superficie, y el tercero 
tenía una pequeña población revertiente con dos mutaciones, una BM y otra SSM. 
En segundo lugar, aunque el defecto de las cuatro cadenas invariantes del 
TCR causan una IDP grave y el defecto de CD3ε y CD3δ concretamente produce 
un bloqueo completo del desarrollo T (los pacientes tienen una ausencia completa 
de linfocitos T en sangre), solo en el gen de CD247 se han reportadas reversiones 
(Marin et al., 2014). Aunque este fenómeno sea aleatorio, el hecho de que ninguno 
de los otros genes del TCR reporten reversiones y en CD247 haya ocurrido en 
todos los casos hace pensar que hay algún factor desconocido que lo facilita en 
ciertos genes todavía.  
3.3.4-Defectos del CBM  
Se han registrado mutaciones y polimorfismos asociados a patología en 
todos los genes que componen el complejo CBM en linfocitos, teniendo 
características clínicas comunes y particularidades de cada gen.  
En CARD14, que constituye el complejo en células de queratinocitos, 
células de la dermis y endotelio, se han reportado mutaciones de ganancia de 
función asociadas con psoriasis (Peled et al., 2019), mientras que mutaciones 
hipomórficas están asociadas a dermatitis atópica severa e infecciones recurrentes 
víricas respiratorias y cutáneas (Ma et al., 2017).  
CARD9, que se expresa solo en células mieloides, es el que mayor número 
de pacientes descritos presenta, y su deficiencia se asocia a una inmunodeficiencia 
específica contra hongos, ya que señaliza para receptores antifúngicos (Dectina 1 
y 2) (Li et al., 2017). 
Modelos celulares de inmunodeficiencias congénitas de linfocitos T: 
aplicación a estudios de expresión y señalización 
 
31 
 
Tabla 3.2: Inmunodeficiencias primarias con reversiones somáticas reportadas 
 
Deficiencia de CARD11  
Gen Proteína Enfermedad 
Tipo de 
mutación 
Reversiones 
múltiples 
Impacto 
clínico 
Referencia 
ADA 
Adenosina 
Deaminasa 
SCID 
BM 
SSM 
Deleción 
Si No 
(Moncada-Velez et al., 
2011) 
(Arredondo-Vega et al., 
2002) 
ARPC1B Arp2/3 CID BM No No (Brigida et al., 2018) 
CARD11 
CARD11/C
ARMA1 
CID SSM No Si (Fuchs et al., 2015) 
CD247 CD3z SCID 
BM 
SSM 
Si No 
(Rieux-Laucat et al., 2006) 
(Roberts et al., 2007) 
(Marin et al., 2017) 
CXCR4 CD284 
Síndrome 
de WHIM 
Cromotripsis No Yes (McDermott et al., 2015) 
DOCK8 DOCK8 HIES 
BM 
SSM 
Recomb. 
intragénica 
Deleciones 
Si Si 
(Jing et al., 2014) 
(Xie et al., 2015) 
(Zhang et al., 2016) 
 
IKBKG NEMO 
(XL-EDA-
ID) 
Pérdida de la 
región 
duplicada 
No No (Nishikomori et al., 2004) 
IL2RG CD132 SCID 
BM 
SSM 
Si Si 
(Kawai et al., 2012) 
(Kuijpers et al., 2013) 
(Okuno et al., 2015) 
ITGB2 CD18 LAD 
BM 
SSM 
Si Si 
(Uzel et al., 2008) 
(Tone et al., 2007) 
JAK3 JAK3 SCID BM No No (Ban et al., 2014) 
LIG4 Ligasa-IV SCID 
Recomb. 
intragénica 
No No (Jiang et al., 2016) 
MYSM1 MYSM1 
Dishemato
poyesis y 
falta de 
células B 
BM No Si (Le Guen et al., 2015) 
RAG1 RAG-1 
SCID, 
Síndrome 
de Omenn 
BM 
Inserciones 
Si Si 
(Crestani et al., 2014) 
(Wada et al., 2005) 
SH2D1A SAP XLP 
BM 
SSM 
Si Si (Palendira et al., 2012) 
STAT3 STAT3 HIES BM No Si 
(Alcantara-Montiel et al., 
2016) 
WAS WASP 
Síndrome 
de Wiskott 
Aldrich 
BM 
SSM 
Múltiples 
mutaciones 
Si Si 
(Stewart et al., 2007) 
(Davis and Candotti, 2009; 
Davis et al., 2008) 
(Wada et al., 2003) 
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Mientras que mutaciones de ganancia de función en CARD11 son 
oncogénicas y se asocian a linfomas B y T cutáneos (Juilland and Thome, 2016) 
por una activación constitutiva del complejo CBM, y por ende NF-κB, las 
mutaciones de perdida de función implican una inmunodeficiencia combinada con 
infecciones recurrentes respiratorias. A nivel inmunitario estos pacientes presentan 
baja cantidad de inmunoglobulinas y número normal de linfocitos, aunque con baja 
proporción de linfocitos B de memoria. Los linfocitos T tienen un defecto de 
proliferación en presencia de mitógenos anti CD3/CD28 y PHA (Stepensky et al., 
2013). 
 
Deficiencia de BCL10 
BCL10 fue descrito como un oncogén, y traslocaciones en el mismo son 
muy comunes en linfomas B (Rosebeck et al., 2011). 
Hasta la fecha solo hay un caso registrado con deficiencia de BCL10 (Torres 
et al 2014). En él, se describe a un niño de tres años con infecciones fúngicas, 
bacterianas y víricas graves en multitud de tejidos, que se tradujeron en infecciones 
en sistema nervioso, diarrea crónica, sepsis e infecciones cutáneas y respiratorias. 
El paciente tenía niveles de inmunoglobulinas bajos. Las respuestas por receptores 
innatos TLRs y de dectina fueron normales en células mieloides, pero la 
señalización de esos mismos receptores en fibroblastos estaba profundamente 
afectada. A nivel linfoide, presentaba un número normal linfocitos B y T, pero con 
niveles muy bajos de células de memoria y ausentes de linfocitos T reguladores. 
Los linfocitos T ante estimulación anti CD3/CD28 expresaban correctamente los 
marcadores de activación CD69 y CD40L, pero no ICOS, cuya inducción estaba 
muy afectada. La proliferación por estimulación con anti-CD3/CD28 también se 
vio bloqueada. En un estudio posterior se comprobó que la reparación del ADN 
por la vía HR también se encontraba afectada (Garcia-Gomez et al., 2019). 
Deficiencia de MALT1 
Modelos celulares de inmunodeficiencias congénitas de linfocitos T: 
aplicación a estudios de expresión y señalización 
 
33 
 
La deficiencia de MALT1 tiene unos rasgos muy similares al defecto de 
BCL10, lo que es esperable, ya que ninguna de las dos proteínas puede tener 
función sin la otra. Los pacientes con mutaciones en MALT1 presentan un amplio 
espectro de infecciones víricas, bacterianas y fúngicas. A nivel linfoide tienen 
números normales de linfocitos T y B, pero con baja proporción de células de 
memoria. Las células T reguladoras están severamente disminuidas. A nivel 
funcional estos pacientes no producen anticuerpos específicos y sus linfocitos T 
no responden a estímulos como proliferación o producción de IL-2 (Frizinsky et 
al., 2019; Jabara et al., 2013; Punwani et al., 2015). 
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4.-Objetivos 
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En esta tesis nos proponemos generar y caracterizar líneas celulares que puedan 
ser utilizadas para el estudio de dos inmunodeficiencias congénitas que afectan la 
funcionalidad de los linfocitos T en distintos compartimentos. En primer lugar se 
estudiará la inmunodeficiencia originada por la ausencia de CD247, perteneciente 
al complejo transmembranal del TCR (TCR/CD3/CD247), responsable del 
reconocimiento antígénico. En segundo lugar se analizará la inmunodeficiencia 
causada por la ausencia de BCL10, perteneciente al complejo citoplasmático del 
CBM (CARD-CC/BCL10/MALT1), responsable de la señalización por la vía de 
NF-kB. Para ello nos planteamos los siguientes objetivos específicos: 
1. Generar modelos celulares que permitan evaluar la patogenicidad y, por 
consiguiente, la relevancia clínica de las mutaciones germinales y somáticas en 
CD247 identificadas en pacientes. 
 
1.1 Caracterizar la línea HTLV-1 deficiente de CD247 generada con 
anterioridad a partir de los linfocitos T primarios del paciente descrito por 
Marin et al 
1.2 Generar una línea deficiente de CD247 mediante edición genómica de 
Jurkat empleando el sistema CRISPR/Cas9.  
1.3 Generar construcciones portadoras del gen CD247 normal y de las 
mutaciones germinales (Q70X, Q101X) y somáticas (Q70L, Q70W, y 
Q70Y) descritas en otros pacientes. 
1.4 Optimizar diferentes sistemas de electroporación y transducción para la 
incorporación de dichas construcciones en las líneas anteriores. 
1.5 Analizar la restauración (o inhibición) de la expresión en superficie del 
TCR en las líneas anteriores después de introducir las diferentes variantes 
de CD247, en comparación con la línea de ratón deficiente de CD247 
utilizada habitualmente (MA5.8). 
 
2. Analizar la señalización por rutas que emanan del TCR con líneas deficientes 
de BCL10. 
2.1 Estudiar la señalización y activación de linfocitos T en una línea 
derivada de un paciente deficiente de BCL10. 
2.2 Generar líneas deficientes homocigota y heterocigota de BCL10 
mediante edición genómica de Jurkat empleando el sistema CRISPR/Cas9.  
2.3 Estudiar el impacto de la condición de heterocigoto para la deficiencia 
de BCL10. 
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5.-Material y métodos 
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Tabla 5.1. Cebadores utilizados. Todos los cebadores fueron sintetizados por Invitrogen, 
salvo CD247 y BCL10CRISPR que, junto a las guías, fueron sintetizados por IDT. 
Gen Nombre Secuencia (5'-3') 
CD247 
Genotipado 
CD247- Exón1 
F GAGAGGGTTGTGATCAGGCTGAG 
R ACACACTTGGCTGGTCCTTGC 
Clonaje pEGFP-N1 
CD3ZGFP 
F  GCCAAGCTTGCCACCATGAAGTGGAAGGCGCTTTTC 
R GCGGTACCCGAGGGGGCAGGGCCTG 
R2 
R3 
GCGGTACCCCGTTCTGGCCCTGCTGGTAC 
GCGGTACCGGCTTTCCCCCCATCTCAGGGTC 
 
pEGFP-N1 
F CGTCAGATCCGCTAGCGCTA 
R GTGGTGCAGATGAACTTCAG 
Mutagénesis 
Q70W 
F CAGGGCCAGAACTGGCTCTATAACGAG 
R CTCGTTATAGAGCCAGTTCTGGCCCTG 
Q70L 
F GGGCCAGAACTTGCTCTATAACGAGC 
R GCTCGTTATAGAGCAAGTTCTGGCCC 
Q70Y 
F CCAGCAGGGCCAGAACTATCTCTATAACGAGCT 
R GAGCTCGTTATAGAGATAGTTCTGGCCCTGCTGG 
CD247 
Iso-1 
F TGGGGGGAAAGCCGCAGAGAAGGAAGAACCC 
R GGGTTCTTCCTTCTCTGCGGCTTTCCCCCCA 
Clonaje en Retrovirus 
CD3Z-RV 
F CGGAATTCATGAAGTGGTCAAGGCGCTTTACC 
R1 CGCTCGAGTTAGCGAGGGGGCAGGGCCTG 
R2 CGCTCGAGTTAGTTCTGGCCCTGCTGGTA 
pLZRS 
F ATCGCAGCTTGGATACACGCCG 
R TATTCCAAGCGGCTTCGGCCAGTA 
CRISPR 
Guía           GCTCAATCTAGGACGAAGAGAGG 
CD247 CRISPR 
F ATGAAGTGGAAGGCGCTTTTCACCGCG 
R CAGGGCCTGCATGTGAAGGGCGTCGT 
BCL10 
Genotipado líneas 
BCL10 Exón1 
F CTCCTTCTTCCCCATTACCCG   
R CTGTGCTAGGACTTTCCGCT 
Guía CRISPR 
Guía            CGCACCGTCCCTCACCGAGG 
BCL10 CRISPR 
F AAGCGCTACGGTTTGACCC 
R GGATCCTTCACCTGGTACAGC 
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Tabla 5.2. Anticuerpos utilizados. 
Antígeno Especie Especificidad Isotipo Casa comercial Aplicación 
Anticuerpos primarios 
CD3ε (clon UCHT1) Ratón Humano IgG1 Beckman Coulter FACS 
CD3ε (clon OKT3) Ratón Humano IgG1 eBioscience Act. 
CD3ε (clon 2C11) Hámster Ratón IgG eBioscience FACS 
TCRαβ (clon IP26) Ratón Humano IgG1 Invitrogen FACS 
CD4 Ratón Humano IgG1 Beckman Coulter FACS 
CD271 Ratón Humano IgG1 BD Biosciences FACS 
CD247 (ζ) 448 Conejo Humano/Ratón 
 
Dr. Balbino Alarcón WB 
CD247 (ζ) Clon 
6B10.2 
Ratón Humano IgG1 BioLegend FACS, WB 
GFP Conejo GFP 
 
Sigma Aldrich WB 
BCL10 Conejo Humano IgG Abcam FACS, WB 
IRF4 Rata Humano/Ratón IgG1 eBioscience FACS 
CD25 Ratón Humano IgG1 Invitrogen FACS 
CD69  Ratón Humano IgG2 Invitrogen FACS 
ICOS Ratón Humano IgG1 eBioscience FACS 
IFN γ Ratón Humano IgG1 Invitrogen FACS 
TNF α Ratón Humano IgG1 BD Biosciences FACS 
IL-2 Ratón Humano  IgG1  Invitrogen FACS 
Regnasa-1 Conejo Humano IgG GeneTex FACS 
HLA-ABC Ratón Humano IgG1 BD Biosciences FACS 
α-Tubulina Ratón Humano IgG1 Sigma Aldrich WB 
ERK-1 Ratón Humano IgG1 Cell Signaling WB 
Controles de isotipo 
IgG1 de ratón Ratón Ratón IgG1 BD Biosciences FACS 
IgG2a de ratón Ratón  Ratón IgG2a BD Biosciences FACS 
IgG1 de rata Rata Rata IgG1 eBioscience FACS 
Anticuerpos secundarios 
Conejo APC Cabra Conejo IgG Invitrogen FACS 
Goat α-ratón Cabra Ratón 
 
LI-COR WB 
Goat- α-conejo Cabra Conejo 
 
LI-COR WB 
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Tabla 5.3. Disoluciones y tampones empleados. 
Nombre Componentes Concentración 
Tampón FACS 
PBS 1X 
EDTA 1 mM 
BSA 0,5% 
Medio SOC 
Triptona 20 g/l 
yeast extract 5 g/l 
NaCl 0,5 M 
MgSO4 1M 
Glucosa 2M 
Tampón de lisis 
RIPA 
Tris-HCl 20 mM 
NaCl 150 mM 
NP40 1% 
SDS 0,1% 
Glicerol fosfato 10 mM 
Tampón de carga  
Laemmli 
Tris-Cl pH 6.8 60 mM 
SDS 2% 
Glicerol 10% 
β-mercaptoethanol 5% 
bromophenol blue 0,01% 
Tampón de electroforesis 
(SDS-PAGE) 
Trizma® base 25 mM 
Glicina 200 mM 
Metanol 20% 
Tampón de transferencia 
(SDS-PAGE) 
Trizma® base 25 mM 
Glicina 200 mM 
Metanol 20% 
Tampón Tris salino (TBS) 
Tris-HCl (pH 7,6) 50 mM 
NaCl 150 mM 
Gel concentrador (SDS-
PAGE) 
Tris-HCl  125 mM 
Acrilamida 4,5% 
SDS 0,1% 
APS 0,1% 
TEMED 0,1% 
Gel separador (SDS-PAGE) 
Tris-HCl (pH) 375 mM 
Acrilamida 10-15% 
SDS 0,1% 
APS 0,1% 
TEMED 0,04% 
 
5.1.-Generación de plásmidos 
pEGFP-N1 
 Para las transfecciones se utilizó el plásmido pEGFP-N1. Se trata de un 
plásmido bacteriano con gen de resistencia a kanamicina para la generación de 
proteínas de fusión a EGFP en su extremo C-terminal (Figura 5.1).  
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A partir un plásmido pJET1.2 portador del ADNc de CD247, (cortesía del 
Dr. Hugh Reyburn, CNB, Madrid), se amplificó CD247 mediante PCR con la 
enzima Taq polimerasa High Fidelity (Roche), empleando los cebadores CD247cd 
F y R, que adicionan al ADNc de CD247 las dianas HindIII (5’) y KpnI (3’). Para 
las mutaciones de codón de terminación prematuro, que generan las proteínas más 
cortas Q70X y Q101X, se utilizaron las parejas de cebadores CD247cd F-R2 y F-
R3 respectivamente. Tras comprobar que el tamaño del producto amplificado era 
el correcto mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2%, éste se purificó 
con un kit de purificación de ADN a partir geles de agarosa (Biotools), y después 
se digirieron los extremos con las enzimas de restricción HindIII y KpnI (New 
England Biolabs). El plásmido pEGFP-N1 también se digirió con estas enzimas, 
se purificó y se unió a los insertos generados en el paso anterior utilizando la 
enzima T4 DNA ligasa (New England Biolabs).  
El volumen de la reacción de ligación se empleó para transformar las 
bacterias competentes DH5α (NZYTech) en medio SOC por choque térmico a 
42ºC. Las bacterias se sembraron en placas de LB-agar con kanamicina 50 μg/ml 
(Sigma Aldrich) a 37ºC durante toda la noche. Se seleccionaron 5 colonias por 
clonaje para comprobar si expresaban el plásmido correctamente clonado mediante 
una PCR de colonias de bacterias con los cebadores específicos. 
Si las colonias resultaban positivas, estas se cultivaban en 5 ml de medio 
LB-kanamicina líquido y, tras la incubación durante toda la noche a 37ºC con 
agitación (250 rpm), se aislaba el ADN plasmídico con el kit QIAprep Spin 
Miniprep (Qiagen). Los plásmidos fueron secuenciados con los cebadores internos 
del plásmido pEGFP en la unidad C.A.I. de Genómica y Proteómica de la 
Universidad Complutense de Madrid (UCM). 
Las mutaciones Q70L, Q70W y Q70Y, y la isoforma 1 de CD247 (inserción 
de 3 pb) se generaron por mutagénesis dirigida con el kit de QuikChange II Site-
directed mutagénesis kit (Agilent) y con el uso de los cebadores diseñados para 
generar la mutación correspondiente (Tabla 5.1). Una vez realizada la reacción, 
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se transformaron bacterias competentes y se seleccionaron de la manera ya descrita 
anteriormente.  
Para la producción de una cantidad de plásmido adecuada para los 
experimentos, se crecieron las bacterias transformadas de cada clonaje en 200 ml 
de LB líquido y se purifico el plásmido con el kit QIAGEN Plasmid Maxi 
(QIAGEN). 
 
Figura 5.1. Mapa del plásmido pEGFP-N1 (Clontech). 
 
pLZRS 
El plásmido pLZRS-iresΔNFGR es un plásmido de gran tamaño 
(aproximadamente 13 kpb) que presenta genes de resistencia a ampicilina para la 
transformación de bacterias, y a puromicina para transfectar de manera estable las 
células empaquetadoras con el objetivo de generar la partícula retroviral (Figura 
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5.2). La secuencia localizada entre los dos LTR, será la única incorporada dentro 
del retrovirus, incluye la proteína gag del virus, y la región de clonaje múltiple 
donde ira el inserto y el gen NGFR (Receptor de neurotrofina o CD271) precedido 
de una secuencia IRES para que se traduzca de manera bicistrónica respecto al 
inserto clonado. En este vector al gen NGFR se le deleciona su región intracelular 
(ΔNGFGR) para que solo se exprese como marcador de la infección, pero no pueda 
señalizar (Martinez-Barricarte et al., 2016). 
 
Figura 5.2. Mapa del plásmido retroviral pLZRS-IRES-ΔNGFR (Martínez-Barricante et 
al. 2016). 
 
Para clonar CD247 y las mutaciones ya generadas, se amplificaron los 
distintos constructos a partir de los plásmidos pEGFP-N1 con cebadores que 
flanquearan CD247 e incorporaran las dianas de restricción Xhol y EcoRI. El 
plásmido retroviral y los amplificados de interés fueron digeridos con las mismas 
enzimas. La ligación y el proceso de transformación de bacterias competes, su 
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selección y la verificación del plásmido se realizó como ya está descrito en el 
clonaje del vector pEGFP-N1.  
 
Figura 5.3. Constructos CD247 generados y utilizados. Los constructos en el plásmido 
retroviral consistieron en la proteína CD247 y sus variantes sin ningún tipo de fusión 
adicional, mientras que los clonajes en el plásmido pEGFP-N1 se añadió una proteína 
GFP fusionada a los extremos C-terminal 
 
5.2.-Líneas celulares y cultivos 
Todas las líneas celulares empleadas en este trabajo se cultivaron en 
condiciones de esterilidad en un incubador a 37ºC y al 5% de CO2. 
La línea T Jurkat J77, derivada de leucemia linfoblástica aguda, se cultivó 
en medio RPMI 1640 (Lonza), suplementado con glutamina (Gibco) y antibiótico-
antimicótico (Gibco), al 10% de suero fetal bovino (FBS) (Gibco). 
Las líneas HTLV-I son líneas celulares generadas a partir de la 
inmortalización de linfocitos T (activados previamente con PHA) mediante 
cocultivo con líneas MT-2 productoras del virus HTLV-I (Human T-Lymphotropic 
Virus I), un retrovirus con tropismo por linfocitos T CD4. El resultado son líneas 
T linfoblásticas dependientes de IL-2 para su crecimiento. Estas líneas se cultivan 
en las mismas condiciones que las células Jurkat, y se les adiciona IL-2 
recombinante a 100 U/ml (Dr. Craig W. Reynolds). La línea PM1T es una línea 
HTLV-I CD247 deficiente generada por nuestro grupo de investigación 
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anteriormente (Marin et al., 2017), a partir de un paciente con SCID y una 
mutación en homocigosis en el codón de inicio de CD247. La línea BCL10def fue 
obtenida a partir de un paciente con inmunodeficiencia combinada con la mutación 
de splicing c.57+1G>A en homocigosis en BCL10, sin que expresara ningún nivel 
de proteína. (Torres et al., 2014). En ambos casos se utilizó como control una línea 
HTLV-I derivada de un donante sano, generada a la vez que las de los pacientes. 
Tanto a la línea ZKO como BCL10def se les verificó la mutación del paciente de 
procedencia mediante la extracción de ADN genómico con el kit Nucleon BACC 
(GE Healthcare) para secuenciar el exón donde se encontrará la mutación en cada 
caso con cebadores específicos (Tabla 5.1).  
La línea CD247 deficiente MA5.8 es un hibridoma T de ratón, derivado de 
la línea 2B4. Ambas líneas fueron cultivadas en las mismas condiciones de cultivo 
que Jurkat con medio RPMI completo, adicionado suero al 5%.  
Las líneas Phoenix se emplearon para el empaquetamiento de las partículas 
retrovirales. Esta línea deriva de células 293T, una línea adherente de células 
epiteliales de riñón humano, fácil de transfectar. Esta línea ya expresa de manera 
estable los dos plásmidos empaquetadores necesarios para la producción de 
retrovirus de segunda generación, cedidos por el Dr. Martínez Barricarte 
(Universidad Rockefeller, Nueva York, EE. UU.). Estas líneas se cultivaron en 
medio IMDM (Lonza) al 10% de FBS y con idénticas cantidades de glutamina y 
antibiótico que el resto de las líneas. 
 
5.3.-Citometría de flujo 
Para las tinciones de citometría de flujo se utilizaron entre 0,1 y 0,5 millones 
de células por tinción. Como solución de lavado se empleó tampón FACS. Las 
tinciones se realizaron en placas de 96 pocillos de fondo redondo, donde se 
efectuaron los lavados y las incubaciones. Las incubaciones con anticuerpos 
directos (Tabla 5.2) se realizaron en un volumen de 25 µl con el anticuerpo diluido 
en FACS a la concentración correspondiente durante 30 minutos, para después 
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realizar dos lavados consecutivos. Para el caso de tinciones intracelulares se 
empleó el kit Foxp3 / Transcription Factor Staining Buffer Set (eBiosciences).  
Una vez finalizada la tinción, las células se transfirieron a tubos de 
citómetro y se pasaron por un citómetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences). 
Los resultados se analizaron utilizando el programa FlowJo (TreeStar). 
 
5.4.-Estudios de activación 
 Para los estudios de activación las células se plaquearon a 0,5 millones/ml 
en condiciones de reposo para reducir la activación basal que pudiesen tener. En 
el caso de las células HTLV-I, la condición de reposo consiste en medio RPMI 
completo al 10% FBS sin adicionar IL-2, y en el de las líneas Jurkat en RPMI al 
1% suero. 
Las estimulaciones se hicieron añadiendo 0,2 millones de células en 200 µl 
en placas de 96 pocillos de fondo plano para estimulaciones de menos de 24 horas, 
y la misma cantidad de células en 0,5 ml en placa de 48 pocillos para 
estimulaciones de 48 horas. Para las estimulaciones con anti-CD3 se incubó 
previamente la placa a 4ºC con el anticuerpo OKT3 adherido a placa a 10 µg/ml 
en PBS (Gibco) el día anterior. El segundo estímulo empleado fue forbol-12-
miristato- 13-acetato (PMA) a 10 ng/ml (Sigma-Aldrich), con ionomicina 1 µM 
(Sigma-Aldrich).  
 En los experimentos de producción de citoquinas, las células se estimularon 
con PMA + ionomicina como ya hemos descrito, pero adicionando Brefeldina A 
(Sigma-Aldrich) a 10 µg/ml a las 2 horas de la estimulación durante 6 horas más. 
La Brefeldina A es un inhibidor del transporte vesicular en Golgi que impide que 
las citoquinas producidas sean excretadas, lo que permite teñir intracelularmente 
las células con anticuerpos anti-citoquina. Pasado el tiempo de incubación, las 
células fueron fijadas y teñidas con el kit eBioscience™ IC Fixation Buffer. 
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5.5.-Transfección  
Las transfecciones se realizaron mediante nucleofección, utilizando el 
equipo Nucleofector™ (Lonza). Para las líneas HTLV-I y Jurkat se utilizó el kit 
AMAXA® para líneas celulares V (Lonza), usando el programa X-001. En el caso 
de las líneas 2B4 y MA5.8, que tienen una eficiencia más baja, se usó el kit 
AMAXA® R y el programa R-014. Para la transfección, en todos los casos, se 
dejaron las células 24 horas antes a 0,5 millones/ml en medio de cultivo fresco. 
Para la nucleofección se emplearon 2 µg de plásmido y entre 1,5 y 5 millones de 
células por transfección (dependiendo de si se emplearían para citometría o 
Western blot, respectivamente). Una vez nucleofectadas, las células se dejaron 
rápidamente creciendo en 2 ml de medio completo atemperado y se espera entre 
18 y 24 horas para realizar los análisis. 
 
5.6.-Producción de partículas retrovirales 
Para la transfección de las líneas Phoenix se empleó un flask de 75cm2 
confluente al 90%, y se transfectaron 10 µg de plásmido usando el kit de 
transfección X-tremeGene9 (Roche), suplementado con OptiMeM-GlutaMax 
(Gibco). A las 24 horas, se adicionó al cultivo puromicina (InvivoGen) para 
seleccionar las células transfectadas. 72 horas después de la transfección se 
obtienen los sobrenadantes con partículas retrovirales y se pasan por un filtro de 
polietersulfona de 0,45 μm (Merck Millipore), para eliminar restos celulares. 
 
5.7.-Transducción retroviral 
Entre 0,2 y 0,4 millones de células HTLV-I, Control y PM1T,  se incubaron 
con 0,75 ml de sobrenadante retroviral adicionado con polibreno (0,8 µg/mL, 
Sigma), un polímero catiónico que busca facilitar las interacciones virus-célula 
reduciendo cargas aniónicas, BX795 (0,6 µM, Invivogen), un inhibidor de TBK1 
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(señalización de TLR3) para aumentar la eficacia de la transducción evitando 
respuestas antivirales de la célula e IL-2 (Sutlu et al., 2012) (10.000U/ml). 
El volumen final se separó en cantidades de 150 µl y se repartió en placas 
de 96 pocillos de fondo cónico, donde fueron centrifugadas 1 hora a 900 rpm a RT 
y se mantuvo en cultivo sin cambiar el medio durante 6 horas. Después, se descartó 
la mezcla de infección y se dejó crecer el tiempo suficiente para su recuperación y 
expresión del virus en medio RPMI completo con IL-2. Una vez las células se 
estabilizan se analizan por citometría de flujo seleccionando por el marcador 
CD271) (Figura 5.4). 
 
 
 
 
 
Figura 5.4. Transducción por retrovirus en líneas 
HTLV-I.  Selección por citometría de flujo de 
células transducidas mediante tinción con 
anticuerpo anti-CD271. 
 
 
5.8.-CRISPR/Cas9 
Para generar las líneas Jurkat deficientes para los genes CD247 y BCL10 se 
procedió a la edición genómica mediante CRISPR/Cas9 usando la enzima Alt-R® 
CRISPR-Cas9 (IDT). Se escogieron guías crRNA específicas para cada gen cuya 
secuencia de corte por la Cas9 estuviese lo más cerca posible al codón de inicio 
(Tabla 5.1).  
En primer lugar, se hibiridaron en proporción 1:1, las guías 
crRNA:tracrRNA a una concentración 44 µM. A continuación se ensambló el 
complejo ribonucleoproteina RNA/Cas9 (RNP), mediante la hibridación de la 
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proteína Cas9 a una concentración de 22 µM, junto con 22 µM del dúplex 
crRNA:tracrRNA en proporción 1:1, y un volumen final de 10 l.  
Las células Jurkat creciendo en condiciones óptimas en fase de confluencia 
fueron transfectadas con 10 l del complejo RNP por electroporación con el kit de 
transfección del sistema de electroporación Neon (Thermofisher). Se 
electroporaron 100.000 células por triplicado y se dividió para su cultivo cada 
electroporación en 4 pocillos p96w. A medida que fueron creciendo las células, se 
obtuvieron lisados celulares para la evaluación del silenciamiento del gen.  
En el caso de la edición de la línea CD247 deficiente, se pudo evaluar por 
citometría extracelular que su deficiencia afecta al nivel de expresión del TCR. De 
esta manera se pudo aislar las células CD3 negativas con metro separador-
analizador FACSAria III (Becton Dickinson) en el C.A.I. de Citometría y 
Microscopia de Fluorescencia de la Universidad Complutense de Madrid (UCM). 
Para seleccionar clones, se procedió a una dilución límite donde se sembró en 
placas de 96 pocillos de fondo redondo células a una concentración de 5 
células/pocillo en la primera dilución y 0,3 células por pocillo en una dilución 
posterior. Una vez crecieron las líneas CD247 deficiente (ZKO) y BCL10 
deficiente y heterocigota (-/- y +/+), se extrajo ADN genómico para amplificar con 
oligonucleótidos que flanquearan la región de la edición (Tabla 4.1) y se 
secuenció. 
 
5.9.-Lisados celulares 
Antes de ser lisadas, las células fueron lavadas dos veces en PBS. A 
continuación, fueron resuspendidas en el tampón de lisis RIPA 
(ThermoScientific), suplementado con NaF (1M), Na3VO4 (1M), M PMSF 
(0,2M) (Sigma-Aldrich), y un cóctel de inhibidores de proteasas (1:1000) 
(Calbiochem). Se dejaron incubando 30 minutos a 4°C y finalmente, se sonicaron 
durante 30 segundos. 
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Los lisados fueron cuantificados mediante la técnica de Lowry con el kit 
Lowry DC protein Assay (BIO-RAD), usando como recta patrón una disolución 
en tampón RIPA de BSA (Sigma Aldrich) de 0 a 5 mg/ml. 
 
5.10.-Western blot 
Se emplearon entre 20 y 40 mg de lisado celular, dependiendo del 
experimento, que se mezclaron con el tampón reductor Laemmli y con β-
mercaptotenol (Sigma-Aldrich). Posteriormente, los lisados se incubaron a 95ºC 
durante 5 minutos y se cargaron en un gel de SDS-poliacrilamida al 12%%. Se 
separaron las proteínas por electroforesis (a 100V)). Para distinguir los tamaños 
celulares junto a los carriles de los lisados celulares, se añadió el marcador de peso 
molecular Spectra™ Multicolor (Thermofisher). 
La electroforesis se transfirió en condiciones semihúmedas a una membrana 
de di-fluoruro de polivinilideno (PVDF, Merck Millipore) a 25 V durante 15 
minutos en una unidad de transferencia Trans-Blot Turbo (BIO-RAD). La 
membrana se incubó en solución de bloqueo para Odyssey® (LI-COR) diluida 1/2 
en TBS a RT durante 2 horas y, posteriormente, se incubó ON con el anticuerpo 
primario (Tabla 4.2) en TBS con solución de bloqueo al 10%. Al día siguiente, se 
lavó con tampón TBS y con Tween 20 (Sigma-Aldrich) al 0,2% durante 10 
minutos 3 veces consecutivas. Después, se incubó el anticuerpo secundario unido 
a moléculas fluorescentes. Tras ser lavada de nuevo, la membrana se visualizó con 
un equipo Odyssey® Fc. Las imágenes resultantes se analizaron mediante el 
programa informático LI-COR. 
La composición de todas las disoluciones y tampones utilizados se 
encuentran en la Tabla 5.3. 
 
 
 
 
Modelos celulares de inmunodeficiencias congénitas de linfocitos T: 
aplicación a estudios de expresión y señalización 
 
54 
 
5.11.-Análisis estadístico  
 
El análisis estadístico de los datos se realizó con el programa GraphPad 
prism comparando grupos de datos mediante test paramétrico T-Student tras 
comprobar la normalidad de los datos mediante una prueba de Kormogorov-
Smirnov. 
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6.-Resultados 
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6.1.-CD247 
Para estudiar cómo se comportan las mutaciones somáticas y su capacidad 
de reversión, y el impacto que puedan tener mutaciones germinales que puedan 
actuar como dominante negativo, generamos distintas estrategias para generar un 
modelo que nos permita evaluar las mutaciones en CD247 sobre la expresión del 
TCR. Empleamos la línea de ratón históricamente empleada y dos nuevas líneas, 
una derivada de un paciente CD247, y otra generada a partir de líneas Jurkat 
mediante CRISPR. Y realizamos técnicas de transfección y transducción para 
reconstituir. 
 
 6.1.1.-Caracterización de las líneas humana (PM1T) y múrida (MA5.8) 
deficientes en CD247 
En primer lugar, se caracterizó la línea de linfocitos T PM1T, derivada de 
un paciente con deficiencia de CD247 (Marin et al., 2017) e inmortalizada 
mediante infección con el virus linfoblástico HTLV-I. La línea PM1T fue 
denominada en referencia a la mutación causante del defecto de expresión de 
CD247 (c.2T>C; p.M1T; rs672601318).  
Debido a que hasta el momento no se disponía de una línea humana carente 
de expresión superficial del TCR, se decidió utilizar como controles 
experimentales las líneas T múridas MA5.8, deficiente en CD247, y su hibridoma 
parental, 2B4 (Sussman et al., 1988); empleadas tradicionalmente para 
experimentos de reconstitución del TCR (Beck-Garcia et al., 2015; Zhang et al., 
2011) El análisis por Western blot de las líneas PM1T y MA5.8 demostró en ambas 
la ausencia total de expresión de CD247 (Figura 6.1). Los ensayos de 
cuantificación de la expresión superficial del TCR por citometría de flujo 
demostraron que las células PM1T, al igual que en el paciente del cual proviene la 
línea, presentaban un defecto muy marcado de expresión de CD3/TCR, en torno a 
un 4% del nivel normal. Los experimentos realizados en las líneas múridas 
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mostraron que MA5.8 presentaba una deficiencia de CD3 en superficie menos 
acusada (alrededor de un 8-10%). 
 
Figura 6.1. Caracterización de las líneas T deficientes en CD247, PM1T y MA5.8. 
(A) Electroferograma de la secuenciación de la línea PM1T que confirma la mutación 
c.2T>C en homocigosis. (B) Caracterización por citometría de flujo de la expresión de 
CD3 extracelular en las líneas PM1T y MA5.8 (histogramas rojos) frente a sus respectivas 
líneas control (histogramas negros). La línea vertical representa el control de isotipo. (C) 
Western blot de lisados de las líneas HTLV-I control, PM1T, 2B4 y MA5.8 en el que se 
observa el defecto completo de expresión de CD247 en las líneas PM1T y MA5.8. 
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A nivel funcional, observamos que la línea PM1T era incapaz de inducir la 
expresión de CD69 post-estimulación del TCR con anti CD3, mientras que sí 
respondía a estímulos independientes del TCR como PMA + ionomicina, (Figura 
6.2). 
 
Figura 6.2. Defecto funcional de las células PM1T. Las células de las líneas HTLV-I, 
control y PM1T, fueron incubadas durante 18 horas en presencia de diferentes estímulos 
y se evaluó la inducción de la expresión de CD69 por citometría de flujo. La línea vertical 
representa el control de isotipo. NE= No estimulado; OKT3= anti-CD3 pegado a placa; 
PMA+Ion = PMA e ionomicina. 
 
 6.1.2.-Reconstitución de la expresión del TCR en las líneas deficientes 
en CD247 mediante transfección de CD247 WT  
Como estrategia inicial, transfectamos CD247 WT en las líneas T humanas 
HTLV-I (PM1T y control) y de ratón (MA5.8 y 2B4). Para ello, se clonó, dentro 
del vector pEGFP-N1 la isoforma 2 de CD247 WT, de 163 aminoácidos y 
mayoritaria en linfocitos T (Atkinson et al., 2003), fusionada a una proteína 
fluorescente EGFP (referida como GFP) en su extremo C-terminal. 
Al transfectar CD247 WT en la línea PM1T, observamos un aumento de la 
expresión de CD3 en superficie muy bajo, aunque sí cuantificable, comparado con 
el resultado de transfectar el plásmido vacío que no alteraba la expresión de CD3 
(9% vs 4%, respectivamente). En contraste, la reconstitución con CD247 WT en 
la línea de ratón MA5.8 incrementó la expresión del TCR en superficie hasta un 
75% en comparación con la línea parental 2B4 (Figura 6.3). 
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Figura 6.3. Reconstitución superficial del TCR mediada por CD247 WT. Las líneas 
deficientes en CD247 se transfectaron con el constructo CD247 WT-EGFP (histogramas 
verdes) y con el plásmido vacío, MOCK, (histogramas negros). Células control 
(histogramas azules) se transfectaron con MOCK en humano y con CD247 WT en ratón. 
Los valores indican el porcentaje de expresión del TCR en las líneas deficientes 
transfectadas con CD247 WT respecto a las líneas control. Las células humanas fueron 
teñidas con el anticuerpo anti-CD3 clon UCHT1 y las de ratón con el anti-CD3 clon 2C11. 
La línea vertical representa el control de isotipo. 
 
6.1.3.-Reconstitución comparativa de mutaciones somáticas vs. WT  
 
Una vez observamos que la línea PM1T funcionaba como modelo para 
evaluar el impacto de las mutaciones de CD247 sobre los niveles del TCR 
decidimos usarlas para analizar el efecto de las mutaciones somáticas descritas en 
dicho gen. Para esto, se escogieron las mutaciones del paciente descrito por Rieux-
Laucat (Rieux-Laucat et al., 2006): una mutación germinal (Q70X) y 3 somáticas 
(Q70L, Q70W y Q70Y) capaces de revertir el defecto. Estas mutaciones se 
clonaron de igual manera que CD247 WT en el vector pEGFP-N1  
Al transfectar la línea PM1T con la mutación Q70X, que elimina toda la 
región citoplasmática de CD247, no se observó aumento de los niveles de 
expresión del CD3 en superficie. Respecto a las mutaciones somáticas, Q70L y 
Q70W reconstituyeron al mismo nivel que la proteína WT; mientras que la 
mutación Q70Y reconstituyó de forma parcial (35% respecto a WT) y con menor 
eficiencia de células GFP+ (Figura 6.4 A).  Al repetir estos los experimentos en el 
modelo de la línea MA5.8 las mutaciones somáticas se comportaron de igual 
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manera que en las PM1T, pero no así Q70X, que reconstituía la expresión del TCR 
de manera completa. (Figura 6.4 B). 
 
Figura 6.4. Papel de las mutaciones somáticas en la restauración de la expresión del 
TCR en las líneas deficientes. Se transfectaron los constructos CD247-GFP con la 
mutación germinal Q70X (rojo) frente a las mutaciones somáticas Q70L, Q70W, y Q70Y 
(naranja), MOCK (negro) y se compararon frente a la reconstitución del TCR con CD247 
WT (Verde). La línea vertical representa el control de isotipo. Los números representan 
el porcentaje de reconstitución respecto a la proteína WT. (A) Humano (B) Ratón. 
 
El análisis por Western blot de las líneas PM1T transfectadas con las 
diferentes construcciones hizo evidente que la proteína CD247-GFP se expresa 
peor cuando presenta la sustitución Q70Y (Figura 6.5) y el análisis in silico 
atribuyó a esta variante un posible efecto patogénico (PolyPhen score: 0.92).  
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Figura 6.5. Análisis de expresión de las construcciones de CD247 en el vector 
pEGFP-N1. Western Blot realizado a partir de lisados de las líneas HTLV1, PM1T y 
control, transfectadas con los diferentes constructos de CD247-GFP. La membrana fue 
revelada con anticuerpos anti-GFP y anti- αtubulina. NT= No transfectado. 
 
El perfil de expresión de GFP, que está directamente relacionado con la 
expresión de la cadena CD247, era visiblemente diferente entre la proteína WT y 
las mutaciones somáticas Q70L y Q70W respecto a la mutación germinal Q70X, 
que se asemejaba más a la transfección de MOCK (Figura 6.6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.6. Patrón de fluorescencia de 
las variantes de CD247 fusionadas a 
GFP. Comparación mediante citometría 
de flujo del perfil de fluorescencia de los 
distintos constructos CD247-GFP 
transfectados en la línea PM1T.  
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De estos datos podemos concluir que la línea humana PM1T es un modelo 
más apropiado que la línea múrida MA5.8 para estudiar el efecto de las 
deficiencias de la cadena CD247 sobre la expresión del TCR, ya que no se 
comportan de la misma manera ante la mutación Q70X, que en el paciente causaba 
un defecto de expresión de CD3 en superficie (Rieux-Laucat et al., 2006). Los 
resultados obtenidos también nos demuestran que las mutaciones somáticas 
consideradas como revertientes no actúan de igual manera en la restauración de 
los niveles del TCR. 
 
6.1.4.-Ensayos de reconstitución del TCR mediante transducción 
retroviral   
Para mejorar la eficiencia de reconstitución en las líneas HTLV-I pasamos 
a un sistema de transducción retroviral. Para ello clonamos todos los constructos 
sin la fusión a proteína GFP en el plásmido bicistrónico retroviral pLZRS-IRES-
∆NGFR (Martinez-Barricarte et al., 2016) Este sistema retroviral expresa como 
marcador de infección el receptor CD271 (receptor de neurotrofina) truncado para 
que no señalice (ΔNGFR).  
En primer lugar, se transfectaron las líneas empaquetadoras Phoenix con los 
diferentes constructos y las células estables se seleccionaron mediante su 
resistencia a puromicina. Una vez estables, comprobamos que las diferentes 
variantes de CD247se expresaban correctamente mediante Western blot (Figura 
6.7 A). La expresión de la mutación germinal Q70X no pudo ser comprobada por 
esta técnica dado que el anticuerpo usado (448) reconoce la región C-terminal, que 
es precisamente la región que se pierde a causa del codón de parada prematuro Una 
tinción por citometría de flujo intracelular usando el anticuerpo anti CD247 6B10.2 
confirmó que el constructo Q70X se expresaba adecuadamente (Figura 6.8 B). 
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Figura 6.7. Comprobación por Western blot de la correcta expresión de las 
construcciones de CD247 en el vector retroviral. (A) Western Blot con lisados de las 
líneas empaquetadoras Phoenix que transfectadas con las diferentes variantes de CD247. 
La tinción se realizó con el anticueerpo anti-CD247 448 (verde) y anti- alfa tubulina. NT= 
No transfectado. (B) Tinción por citometría de flujo de células Phoenix transfectadas con 
la mutación Q70X (Rojo) y MOCK (negro) teñidas con el anticuerpo anti CD247 clon 
6B10.2. La línea vertical representa el control de isotipo. 
 
Una vez comprobamos que los constructos del retrovirus se expresaban 
correctamente se procedió a transducir las líneas inmortalizadas PM1T y control. 
La reconstitución del TCR por transducción de CD247 WT fue más eficiente en la 
línea PM1T que la transfección, restaurando los niveles de expresión de CD3 
extracelulares a niveles más cercanos a los de la línea control, pasando del 9% de 
la transfección al 52%. La reconstitución de CD3 fue completa en la línea MA5.8 
transducida (Figura 6.8).  
 
Figura 6.8. Transducción 
retroviral de CD247 WT. Las 
líneas PM1T y MA5.8 fueron 
transducidas con el retrovirus 
portador de la secuencia de 
CD247 WT. Se analizó la 
expresión de CD3 en superficie 
de las células CD271+. La línea 
vertical representa el control de 
isotipo. 
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6.1.5.-Reconstitución de mutaciones en CD247 por transducción 
retroviral 
En la línea PM1T, la mutación Q70X no fue capaz de reconstituir la 
expresión de CD3 en superficie. La transducción de las mutaciones somáticas 
Q70L y Q70W reconstituye al mismo nivel que la proteína WT; sin embargo, 
Q70Y solamente recuperó la expresión del TCR un 57 %. Estos datos coinciden 
con los resultados obtenidos inicialmente en las transfecciones. La sobreexpresión 
de CD247 en líneas con niveles endógenos normales (HTLV-I control) hizo que la 
expresión del TCR medido como CD3 aumentara de forma significativa (178% de 
expresión respecto a MCOK). Las mutaciones somáticas mostraron el mismo 
patrón que en las células deficientes (Q70L/W similar a WT y Q70Y más bajo), y 
la mutación germinal Q70X actuó como dominante negativa bajando la expresión 
de CD3 respecto a MOCK. (Figura 6.9). 
 
6.1.6.-Generación de una línea T Jurkat deficiente de CD247 
Con el objetivo de a mejorar los resultados de eficiencia de reconstitución 
obtenidos con las células HTLV-I, decidimos generar mediante edición génica con 
la tecnología de CRISPR/Cas9 una línea T Jurkat deficiente en CD247 (ZKO). 
Para ello, electroporamos la proteína Cas9 conjugada con las guías específicas 
diseñadas para CD247, y posteriormente fueron seleccionadas por citometría con 
de sorter las células CD3- y por dilución límite se aislaron los diferentes clones 
(Figura 6.10 A). 
La línea ZKO resultante, que portaba la mutación en homocigosis 
c.237_238insG que rompe el marco de lectura e impide la síntesis de CD247. Esta 
línea presentaba un fenotipo idéntico a las líneas HTLV-I. 
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Figura 6.9. Impacto de las mutaciones de CD247 en la expresión del TCR. Se 
transdujeron HTLV1 control (A) y PM1T (B). Arriba los histogramas de las células 
CD271+. La línea vertical representa el control de isotipo. Abajo la cuantificación de los 
niveles de expresión de CD3. La línea control está normalizada respecto a la transducción 
con MOCK y la línea PM1T respecto a CD247 WT. *p-valor <0,05; **p-valor <0,01. 
***p-valor <0,001. 
 
Por citometría de flujo constatamos que estas células Jurkat expresaban 
niveles prácticamente negativos de CD3 en superficie, y a nivel intracelular 
mostraban una bajada de la expresión de CD3ε en torno al 66%. (Figura 6.10 B).  
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Por Western blot confirmamos que está línea no expresaba CD247 (Figura 
6.10 C). Analizamos la inducción de CD69 vía TCR mediante la incubación con 
anticuerpos anti-CD3 y vimos que no era capaz de inducir la expresión de CD69, 
aunque si a estímulos independientes del TCR como PMA + Ionomicina (Figura 
6.11). Por tanto, la pérdida de expresión de TCR en superficie también se tradujo 
a nivel funcional. 
 
Figura 6.10. Edición genética de CD247. Se electroporaron por triplicado células Jurkat. 
Una semana después de la electroporación Se observó por citometría extracelular la 
eficiencia de la edición por el porcentaje de células con niveles bajos de CD3. (A). Tras 
la selección mediante citometría de sorter del cultivo Z3 y posterior dilución límite se 
obtuvo el clon ZKO y se cuantifico el defecto de expresión de CD3 extra e intracelular 
por citometría. La línea vertical representa el control de isotipo. (B). Se obtuvieron lisados 
celulares y se analizó por Western blot el defecto en expresión de CD247 (B).  
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Figura 6.11. Defecto funcional de las células ZKO. Las células fueron incubadas 
durante 24 horas en presencia de OKT3 y PMA+ Ion y se evaluó la inducción de CD69 
por citometría de flujo. NE= No estimulado; OKT3= anti-CD3 pegado a placa; PMA+Ion 
= PMA e ionomicina. La línea vertical representa el control de isotipo.  
 
6.1.7.-Reconstitución del TCR con CD247 WT en la línea ZKO 
Para evaluar la capacidad de reconstitución de la línea ZKO, ésta fue 
transfectada con las diferentes construcciones de CD247 fusionadas a GFP. La 
transfección de CD247 WT incrementaba la expresión de CD3 en superficie de 
forma proporcional a la cantidad de GFP que expresaba la célula (Figura 6.12 A). 
En esta línea transfectamos también la isoforma 1 de CD247 (164 aminoácidos), y 
observamos que reconstituye de manera menos eficiente que la isoforma 2 (63%) 
(Figura 6.12 B y C). Las células ZKO reconstituidas con CD247-WT son 
funcionales e inducen CD69 al mismo nivel que células Jurkat control al ser 
estimuladas vía TCR (Figura 6.13). 
La transfección de las mutaciones somáticas Q70L y Q70W en este modelo 
no reconstituía con la misma eficiencia que la WT, sino inferior (60% y 51%, 
respectivamente) (Figura 6.14). La eficacia de la transfección con Q70Y fue muy 
baja, al igual que en las transfecciones en HTLV-I, lo que no permitió analizar su 
eficacia en este caso. 
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Figura 6.12. Reconstitución del TCR. Se transfectó la línea ZKO con los constructos 
CD247 WT-GFP, isoformas 2 (WT) y 1 (WT-iso1), y MOCK. (A) Transfección de 
CD247 WT en la línea ZKO (izquierda) y su representación lineal de la expresión de CD3 
y GFP (derecha). (B)Transfección de CD247 WT y WT-Iso1 (C) y su cuantificación de 
expresión de CD3 en superficie relativo a la transfección CD247 WT. La línea vertical 
representa el control de isotipo. **p-valor <0,01. ***p-valor <0,001. 
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Figura 6.13. Reconstitución funcional de la línea ZKO. Células Jurkat control y ZKO 
sin transfectar, y células ZKO transfectadas con CD247 WT 18 horas antes, fueron 
incubadas durante 24 horas con anti CD3 (OKT3) pegado a placa y se evaluó la inducción 
de CD69 por citometría de flujo. En las células transfectadas se analizó por separado la 
MFI de CD69 dentro de las ventanas GFP positivas y negativas. Se normalizó cada dato 
a la GeoMFI de CD69 en células sin estimular. *p-valor <0,05. 
 
Figura 6.14. Efecto de las 
mutaciones somáticas en el 
TCR. Se transfectó la línea 
ZKO con los constructos 
CD247-GFP (WT, Q70L y 
Q70W) y MOCK. La línea 
vertical representa el control 
de isotipo (A). 
Cuantificación de la 
expresión de CD3 en 
superficie relativo a la 
CD247 WT en la línea ZKO 
(B). *p-valor <0,05. **p-
valor <0,01. 
 
 
 
6.1.8.-Estudio del efecto de mutaciones nonsense en CD247 sobre la 
expresión superficial del TCR. 
A la mutación del paciente Q70X, la cual consideramos como una posible 
mutación dominante negativa, se añadió un paciente pediátrico que presentaba 
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Linfopenia intermitente e infecciones recurrentes por (VHS) Un análisis exómico 
revelo la mutación p.Q101X en heterocigosis en el gen CD247, presente sólo en la 
isoforma 1, en el único residuo que las diferencia.  
La transfección en líneas Jurkat control mostró, tanto con Q70X como con 
Q101X, una bajada de la expresión de CD3 extracelular, lo que confirma el rol de 
dominante negativo de esta nueva variedad. (Figura 6.15 derecha,) Estas dos 
variantes sin embargo al ser transfectadas en la línea ZKO sí que reconstituyeron 
(38 y 47%, respectivamente), los niveles de expresión de CD3, pero por debajo de 
WT y las reversiones somáticas. (Figura 6.15 izquierda). 
 
Figura 6.15. Efecto de las mutaciones germinales en el TCR. (A) Se transfectó la línea 
Jurkat control con los constructos CD247-GFP (WT, Q70X y Q101X). MOCK. 
Cuantificación de la expresión de CD3 en superficie relativo a la MOCK en líneas Jurkat 
control (izquierda) y en la línea ZKO relativo a la transfección de CD247 WT (Izquierda) 
(B). *p-valor <0,05. **p-valor <0,01. ***p-valor <0,001. 
 
A pesar de que el efecto de ambas mutaciones sobre el TCR se observó 
similar, al observar el patrón de expresión de fluorescencia de los constructos 
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CD247-GFP, se ve que la variante Q101X tiene un patrón de expresión más bajo 
que Q70X muy semejante al de CD247WT (Figura 6.16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.16. Patrón de fluorescencia de las 
variantes de CD247-GFP Comparación 
mediante citometría de flujo del perfil de 
fluorescencia de los constructos CD247-GFP 
WT, Q70X, Q101X y MOCK transfectados en 
la línea ZKO.  
 
6.2.-Estudio del defecto de BCL10 en la activación del linfocito T 
Con el objetivo de entender mejor el papel de BCL10 dentro de la biología 
de los linfocitos T y su implicación en el caso de la deficiencia de BCL10, 
estudiamos defectos funcionales de una línea celular derivada de un paciente 
BCL10 deficiente y por otro lado generamos por edición genómica generar 2 líneas 
Jurkat T, una deficiente, y otra heterocigota, donde poder estudiar el impacto de 
BCL10 en casos de baja expresión de la proteína. 
 
6.2.1.-Análisis de la línea HTLV-I deficiente para BCL10  
Mediante inmortalización con HTLV-I se generó una línea linfoblástica 
proveniente de un paciente deficiente en BCL10 (Torres et al., 2014). Este paciente 
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presentaba una linfopenia T con ausencia de linfocitos de memoria. A nivel 
funcional, se vio un bloqueo de la proliferación por estimulación del TCR, y 
también de la inducción del correceptor ICOS por la misma vía. 
Una vez obtuvimos la línea inmortalizada (BCL10def) se continuó con la 
caracterización funcional del defecto ocasionado por la ausencia de BCL10. La 
línea presenta la mutación g.85741978C>T, que genera un splicing alternativo 
incapaz de sintetizar proteína, hecho que constatamos por Western blot (Figura 
6.17). 
 
Figura 6.17. La línea HTLV-I 
derivada del paciente no 
expresa BCL10. Western blot de 
lisados de las líneas Jurkat, 
HTLV-I control y deficiente para 
BCL10. Como control de carga 
se empleó ERK total (1 y 2). 
 
Comprobamos que, tanto por estimulación anti-CD3 como por PMA + 
Ionomicina, la inducción de CD69 no variaba de la línea BCL10def respecto al 
control (Figura 6.18). La inducción de otros marcadores de activación como 
ICOSy CD25 sí se vio afectada, especialmente al estimular con PMA + 
Ionomicina, donde se vio que, en lugar de aumentar la expresión de estos 
marcadores, estos bajaban respecto a las células no estimuladas en la línea 
BCL10def (Figura 6.18).  
Medimos la producción de citoquinas pro-inflamatorias en la línea HTLV-
I mediante tinción intracelular por citometría de flujo. La producción de IL-2, IFN-
γ y TNF-α estaba profundamente afectada respecto a la línea control (Figura 6.19).  
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Figura 6.18. Inducción de marcadores de activación. Células HTLV-I control y 
BCL10def fueron incubadas durante 24 horas en presencia de diferentes estímulos y se 
evaluó la inducción de CD69, ICOS y CD25 por citometría de flujo. Arriba a la derecha 
del histograma aparece el ratio de la GeoMFI respecto a las mismas células sin estimular. 
NE= No estimulado; OKT3= anti-CD3 pegado a placa; PMA+Ion = PMA e ionomicina 
La línea vertical representa el control de isotipo. 
 
Viendo que la ruta de señalización acaba en la proteólisis de las proteínas 
de regulación post-transcripcional como Regnasa-1, que regulan el factor de 
transcripción IRF4, decidimos medir su inducción en estas células. 
Las líneas HTLV-I expresan constitutivamente IRF4 al revés que los 
linfocitos primarios que solo lo expresan al activarse. IRF4 en la línea BCL10def 
se expresaba de forma normal sin diferencias respecto a la línea control, aunque su 
inducción con anti-CD3 y con PMA + Ionomicina sí se vio afectada respecto al 
control (Figura 6.20). 
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Figura 6.19: Producción de citoquinas proinflamatorias. Las células fueron incubadas 
durante 2 horas en presencia de PMA más ionomicina y posteriormente se añadió 
brefeldina A 6 horas más. En ese punto se fijaron y tiñeron intracelularmente para ser 
analizadas mediante citometría de flujo. Se analizó la proporción de células productoras 
de (A) IFNγ, IL-2, (B) TNFα y (C) la expresión a nivel de fluorescencia de las células 
positivas para cada citoquina (C). La línea vertical representa el control de isotipo. NE= 
No estimulado. PMA+Ion = PMA e ionomicina. 
 
Figura 6.20. Inducción de IRF4. 
Células HTLV-I control y 
BCL10def fueron incubadas 
durante 24 horas en presencia de 
diferentes estímulos y se analizó la 
inducción de IRF4 mediante 
tinción intracelular por citometría 
de flujo. NE= No estimulado; 
OKT3= anti-CD3 pegado a placa. 
PMA+Ion = PMA e ionomicina. La 
línea vertical representa el control 
de isotipo.  
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6.2.2.-Generación de líneas T Jurkat heterocigotas y deficientes en 
BCL10  
Generamos líneas Jurkat J77 BCL10 deficientes (‒/‒) y BCL10 
heterocigotas (+/-). Para ello, electroporamos la ribonucleoproteina Cas9 con las 
guías ARN específicas para el gen BCL10 que corte cerca del codón de inicio. Se 
realizaron dos electroporaciones, cada una de ellas por duplicado. A continuación, 
se dividió cada electroporación en 3 pocillos. Por Western blot, se seleccionó el 
cultivo donde la edición de BCL10 presentó más eficiencia, en este caso el cultivo 
2, y se hizo una dilución límite para obtener poblaciones monoclonales (Figura 
6.21 A). En el clon A2 encontramos por citometría la presencia de dos poblaciones 
diferentes: una mayoritaria que no expresaba BCL10 y otra que sí lo hacía, pero 
con un nivel intermedio respecto a la línea control (+/+) (Figura 6.21 B).  
 
Figura 6.21. Edición genética de BCL10. Las células Jurkat fueron electroporadas y 
cultivadas por separado en diferentes placas. (A) Una semana después de la 
electroporación se obtuvieron lisados celulares y se analizó por Western blot la edición 
de BCL10. (B) A la izquierda, análisis por citometría de flujo de la colonia A2 procedente 
de la dilución límite del cultivo 2, que presentaba menor expresión de BCL10.  A la 
derecha, histogramas con la MFI de dichas tinciones. La línea vertical representa el 
control de isotipo.  
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Tras una segunda dilución límite, se consiguió purificar la población 
deficiente (‒/‒) y la población con niveles intermedios y se comprobó, como ya se 
había observado por citometría, que los niveles de BCL10 se expresaban cercanos 
al 50%, por lo que consideramos a esta línea haploinsuficiente (+/‒) (Figura 6.22). 
La línea +/‒ fue secuenciada para verificar la expresión de BCL10 que observamos 
es de la molécula sin cambios. Mediante PCR con cebadores específicos para 
secuenciar la región de la diana CRISPR, se observaron en la línea +/‒ dos bandas. 
Estas, bandas al ser secuanciadas por separado, mostraron que la banda del tamaño 
correcto presentaba la secuencia WT (El alelo A que no había sido editado), 
mientras que el alelo B tenía la deleción larga g.1816del132 que rompía el marco 
de lectura y el sitio de splicing, rompiendo desde el residuo 9 la proteína 
(p.9fsX29) (Figura 6.23). 
 
Figura 6.22. Expresión de BCL10 en las 
líneas +/+ y +/‒. Arriba, Western blot de 
lisados de las líneas Jurkat +/+, +/‒ y ‒/‒, 
para BCL10. Como control de carga se 
empleó ERK total (1 y 2). Abajo, 
cuantificación de la expresión de la banda 
correspondiente a BCL10 relativizado a la 
línea +/+. 
 
 
 
 
6.2.3.-Comparación de la afectación de la respuesta T a distintos niveles 
de expresión de BCL10 
Las estimulaciones en estas líneas se hicieron con PMA + Ionomicina, que 
es el estímulo más adecuado para estudiar esta ruta ya que la PMA activa a PKC, 
iniciador del complejo CBM. 
La inducción de CD69 en las líneas haploinsuficiente (+/‒) y deficiente (‒
/‒) para BCL10 respecto a las líneas control (+/+) no se vio afectada (Figura 6.24).  
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Figura 6.23. Edición genética de la línea Jurkat BCl10 +/+. Esquema del gel y la 
proteína de BCL10. Electroforesis de agarosa de productos amplificados por PCR con 
cebadores que flanquean la región de la diana empleada para la edición genética. 
Representación de la mutación del alelo 2 de la línea +/‒. 
 
Figura 6.24. Inducción de CD69. Las líneas Jurkat control, haploinsuficientes y 
deficientes para BCL10 fueron incubadas durante 18 horas en presencia de PMA+ 
ionomicina (Histograma azul) o sin ningún estimulo (negro) y se evaluó la inducción de 
CD69 por citometría de flujo. La línea vertical representa el control de isotipo.  
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La actividad proteolítica de MALT1 dentro del complejo se evaluó 
mediante el análisis de down-modulation del complejo CBM, llevado a cabo 
mediante la proteólisis por parte de MALT1 de sí misma y de BCL10 para regular 
la intensidad y duración de la señal que transduce. Con la activación de las células 
+/+ con PMA + Ionomicina, se observa como éstas alcanzan, a las dos horas, el 
pico máximo de reducción de BCL10, que baja un 60% respecto a antes de ser 
estimuladas, y a partir ese punto su expresión se estabiliza. En la línea +/‒ esta 
tendencia se mantiene igual, pero con una reducción más tenue y significativa en 
todos los puntos de tiempo analizados, por lo que la actividad proteolítica, aunque 
funcional, está afectada en a modo de haploinsuficiencia (Figura 6.25). También 
analizamos la proteólisis de la proteína antiinflamatoria Regnasa-1, una 
ribonucleasa que degrada RNAs proinflamatorios, que es sustrato de MALT1. La 
reducción de Reg-1 a 8 horas en la línea +/+ mantenía bajos los niveles de 
expresión de Reg-1, mientras que las líneas +/‒ y ‒/‒ sobreexpresaban Reg-1 de la 
misma manera sin encontrar diferencias significativas entre ellas (Figura 6.26). 
La inducción de CD25, al estimular con PMA + ionomicina, se vio reducida 
a la mitad en las líneas +/‒ y en la línea ‒/‒ por igual (Control 18% vs +/‒11% y ‒
/‒ 10% (Figura 6.27). 
Finalmente, al analizar la producción de IL-2, encontramos que estaba 
bloqueada en la línea ‒/‒, como ya habíamos observado en las líneas HTLV-I 
deficiente para BCL10. En la línea +/‒ la proporción de células productoras 
descendió del 14% del control al 2,7%. Si miramos la expresión intracelular de IL-
2 vemos que la línea +/‒ expresan en torno a la mitad de IL-2 respecto a la línea 
control (Figura 6.28), viéndose la vía NF-κB, más afectada que la proteolítica. 
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Figura 6.25. Modulación de 
BCL10. (A) Células +/+, +/‒ y ‒/‒ 
fueron incubadas a diferentes 
tiempos en presencia de PMA + 
ionomicina y se analizó, por 
citometría de flujo, la reducción de 
expresión de BCL10. Histogramas 
con tinciones de BCL10 a 2 horas 
de estimulación. La línea vertical 
representa el control de isotipo. 
(B). Dinámica de la expresión de 
BCL10 a distintos tiempos en las 
líneas +/+ y +/‒ normalizado 
respecto a las células sin estimular. 
NE= No estimulado; PMA+Ion = 
PMA e ionomicina. **p-valor 
<0,01. ***p-valor <0,001. 
 
Figura 6.26. Modulación de Regnasa-I. Células +/+, +/‒ y ‒/‒ fueron incubadas 8 horas 
en presencia de PMA e ionomicina y se analizó, por citometría de flujo, la reducción de 
expresión de Reg-1. (A)Histogramas con tinciones de Reg-I a 8 horas de estimulación. 
(B) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de Reg-1 normalizada a la condición 
sin estimular. NE= No estimulado. PMA+Ion = PMA e ionomicina. ***p-valor <0,001. 
Modelos celulares de inmunodeficiencias congénitas de linfocitos T: 
aplicación a estudios de expresión y señalización 
 
81 
 
 
Figura 6.27. Inducción de CD25. Las células fueron incubadas durante 48 horas en 
presencia de PMA + ionomicina se tiñeron intracelularmente para ser analizadas mediante 
citometría de flujo (A) Se analizó la proporción de células CD25+ (Izquierda) y la 
intensidad de fluorescencia para dicho marcador de las células CD25+ (derecha). NE= No 
estimulado. PMA+Ion = PMA e ionomicina. ***p-valor <0,001. 
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Figura 6.28. Evaluación de la producción de IL-2 pro-inflamatoria. (A) Las células 
fueron incubadas durante 2 horas en presencia de PMA + ionomicina y posteriormente se 
añadió brefeldina A 6 horas más. En ese punto se fijaron y tiñeron intracelularmente para 
ser analizadas mediante citometría de flujo.  Análisis de la proporción de células 
productoras de IL-2 (izquierda), y de la intensidad de fluorescencia de las células IL-2+ 
para IL-2 (derecha). NE= No estimulado. PMA+Ion = PMA e ionomicina. *p-valor 
<0,05; ***p-valor <0,001. 
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7.1.-Modelos celulares CD247 y el TCR 
7.1.1.-Nuevos modelos celulares para el estudio del rol de CD247 en 
humanos 
En este trabajo hemos buscado la generación de líneas T deficientes para 
CD247 como modelos para el estudio de este gen en linfocitos T. Históricamente, 
fuera de los modelos animales, la única forma de hacer análisis de la biología de 
CD247 en el TCR era con la línea de ratón MA5.8. Esta línea reconstituye muy 
eficientemente los niveles del TCR en superficie con CD247 de distintas especies 
como humano (Roberts et al., 2007), ratón (Dietrich et al., 1999) y pollo (Gobel 
and Bolliger, 1998), pero al ser una línea de ratón la biología del TCR no es 
exactamente igual (Marin et al., 2014), lo que podría llevar a errores. En 
contraposición a nuestros datos, en lo que respecta a la región intracelular del TCR, 
se ha visto que al reconstituir el TCR con un constructo de CD247 en el cual se 
deleciona la mayor parte de la región intracelular, la línea MA5.8 reconstituye de 
manera completa el TCR (Hermans and Malissen, 1993).  
El paciente deficiente de CD247 con la mutación Q70X (Rieux-Laucat et 
al., 2006) presentaba un defecto severo de expresión de TCR en superficie, lo que 
se traduce en que la región citoplasmática en humano es determinante para el 
correcto transporte del TCR. En nuestros datos, al transfectar y transducir en la 
línea PM1T humana el CD247 Q70X no se observa reconstitución del TCR, y se 
ve una subida de la expresión de CD3 muy baja en la línea Jurkat ZKO, 
pareciéndose más a lo observado en este paciente, lo que apoya que sean un mejor 
modelo respecto a las MA5.8. 
La reconstitución mediante transfección en línea PM1T, aunque 
informativa, era bastante baja, por lo que cambiamos de estrategia y usamos 
transducción retroviral para la reconstitución (Martinez-Barricarte et al., 2016). 
Utilizando un retrovirus conseguimos una reconstitución mucho más eficiente, 
pero el proceso de transducción de células HTLV-I, que han sido generadas por 
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inmortalización de un retrovirus, hace que la infección sea muy complicada y el 
porcentaje de células transducida fuera muy bajo. 
Ante las dificultades de trabajo de la línea HTLV-I consideramos que, 
aunque la información que nos ha dado la línea PM1T es relevante, su uso como 
modelo no sería el más idóneo. Por ese motivo decidimos generar una nueva línea 
T deficiente de CD247 partiendo de líneas Jurkat, una línea celular ampliamente 
usada en el estudio de células T y fácil de cultivar y transfectar. Mediante el 
sistema de edición genómica CRISPR/Cas9 la edición de CD247 dio lugar a la 
línea ZKO. Esta línea se asemeja fenotípicamente a las líneas ya descritas MA5.8 
y a PM1T, así como de los pacientes descritos. 
Una ausencia de CD247 intracelular supone una reducción drástica de CD3ε 
en superficie y una reducción significativa a nivel intracelular. Esta reducción 
también se refleja en los linfocitos T en la deficiencia humana de CD247 (Marin 
et al., 2017). La explicación a este fenómeno podría ser que, al no incorporar 
CD247, el complejo TCR hexamérico (TCRαβ-CD3γε-CD3δε) no puede ser 
transportado a superficie, y se queda retenido en el aparato de Golgi, donde se 
envía finalmente hacia el lisosoma para ser degradado (Sussman et al., 1988). 
Mediante la estimulación vía TCR con anti-CD3, la inducción de CD69 fue 
menos aguda que en HTLV-I, pero cuantificable. Este problema en futuros 
estudios se podría solventar utilizando conjugados con células presentadoras RAJI 
con superantigeno SEE, que genera una respuesta muy intensa en las líneas Jurkat 
J77 (Castro-Sanchez et al., 2018).  
El virus HTLV-I que inmortalizó a las células PM1T, transdujo la proteína 
Tax a las células que empleamos, que genera un estado crónico de activación de 
rutas, entre otras IKK, activando NF-κB (Currer et al., 2012). Para futuros estudios 
funcionales referentes a reconstitución de CD247, sería más recomendable el uso 
de la línea ZKO. 
La reconstitución de CD247 mediante transfección en las células ZKO fue 
muy efectiva. Al transfectar CD247 WT en la línea ZKO los niveles de expresión 
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de CD3 en superficie se distanciaron mucho de los de las células no transfectadas, 
siendo la cantidad de CD247-GFP directamente proporcional a la expresión de 
TCR.  
La reconstitución del TCR en estas líneas es funcional, lo que permite hacer 
ensayos sobre distintas mutaciones o alteraciones de CD247 y su impacto en la 
señalización, como se podía hacer con las células MA5.8 (Gobel and Bolliger, 
1998; Sussman et al., 1988). 
 
7.1.2.-Disparidad en la reconstitución de las reversiones somáticas 
Las mutaciones somáticas, tanto en PM1T como en MA5.8, se comportaron 
de la misma manera. Las mutaciones Q70L y Q70W reconstituyeron a los mismos 
niveles que CD247 WT, pero Q70Y lo hizo a niveles mucho más bajos. Los 
análisis que realizamos por Western blot y por análisis del patrón de intensidad de 
GFP, mostraron que esa variación se expresa mucho menos que las otras dos. La 
explicación podría ser que esta variación desestabiliza CD247 y este se degrada 
más rápido. El hecho de que Q70Y reconstituya significativamente peor que las 
otras dos reversiones somáticas, contrasta con el hecho de que al describir la 
población revertiente esta era homogénea en cuanto a la expresión de CD3, es 
decir, no había distintas poblaciones con distintos niveles de CD3.  
A nivel funcional, las reversiones somáticas del paciente con mutación en 
Q70X (10% de linfocitos CD3) no eran funcionales (Rieux-Laucat et al., 2006), 
mientras que las células revertientes del otro paciente estudiado sí que lo eran, 
siendo menos del 0,5% de linfocitos T totales (Marin et al., 2017). Este hecho hace 
pensar que el proceso de reversiones somáticas no es tan sencillo de explicar cómo 
una ventaja selectiva y que, en algunos genes como CD247, estas mutaciones 
ocurren con más frecuencia y por procesos que aún no entendemos. Se ha 
observado previamente que la reversión somática p.M1Text-3 en MA5.8 
reconstituye la expresión del TCR, pero peor que CD247 WT (Blazquez-Moreno 
et al., 2017). En ese mismo trabajo se estudian el número de polimorfismos en 
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distintos genes inmunitarios, y constatan que los genes en los que se han observado 
reversiones somáticas tienen mayor número de polimorfismos descritos en la 
región codificante que los que no.  
 
 7.1.3.-Las mutaciones en CD247 Q70X y Q101X tienen un efecto 
dominante negativo sobre el TCR. 
Al transfectar CD247 WT en líneas Jurkat control, la expresión de CD3 
aumenta, lo que apoya el modelo que estipula que, en el proceso de ensamblaje del 
TCR, CD247 es la etapa limitante (Dietrich et al., 1999). Al sobreexpresar CD247 
en estas células, el resto de TCR hexamérico se puede ensamblar y transportarse a 
la superficie celular. La mutación Q70X, sin embargo, consigue el efecto contrario. 
Tanto en líneas HTLV-I por retrovirus como en la línea ZKO vemos como los 
niveles de TCR en superficie bajan.  
El hecho de que la proteína CD247-Q70X altere los niveles de expresión 
del TCR, nos hace pensar que este fragmento de CD247 de70 aminoácidos, en el 
que no se expresa ningún motivo ITAM ni región intracelular, interacciona con la 
molécula CD247 WT endógena, posiblemente formando heterodímeros. Estos 
heterodímeros retirarían el CD247 endógeno disponible para formar TCRs 
completos, reduciendo la expresión de CD3 en superficie. Estos datos coincidirían 
con lo observado en sujetos portadores en heterocigosis la mutación p.M1T (Marin 
et al., 2017) que expresaban la mitad de CD247 y la mitad de CD3 de superficie 
respecto a sujetos control. 
La transfección de la variante Q70X en la línea PM1T no reconstituía. En 
contraste, en la línea ZKO los niveles de CD3 sí aumentaban ligeramente, muy por 
debajo de lo que lo hacía la línea MA5.8 de ratón. Eso indica que en caso de total 
ausencia de CD247 WT el TCR podría llegar a incorporar el dímero WT-Q70X o 
Q70X-Q70X, aunque mucho peor que CD247WT.  
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Atendiendo a este modelo, mutaciones de codón de parada prematura en 
CD247, que mantuviesen la región citoplasmática con la que interaccionar con el 
TCR, se podrían comportar como dominantes negativos. (Figura 7.1) 
 
Figura 7.1. Efecto dominante negativo de Q70X sobre la expresión del TCR. Arriba: 
esquema de la fase final del ensamblaje y transporte del TCR en Golgi, en condiciones 
normales y en presencia de la variante Q70X. Abajo: esquema donde se recopilan los 
resultados sobre el efecto de la reconstitución, en líneas T normales y deficientes para 
CD247, sobre la expresión del TCR en superficie. 
 
Este modelo nos sirvió para evaluar un nuevo caso de un paciente con un 
defecto parcial en CD247 (no publicado). Este paciente presentaba clínica de 
infecciones recurrentes, y un análisis exómico aportó como posible causante una 
mutación en CD247, en concreto en la glicina 101 de la isoforma 1. Para demostrar 
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que esta mutación podía ser la causante del efecto, clonamos la mutación y la 
transfectamos en nuestro modelo, demostrando que se comportaba de la misma 
manera que Q70X, y por lo tanto como un dominante negativo. 
En los 31 aminoácidos de diferencia entre la mutación Q70X y Q101X se 
encuentra el primer ITAM y dos secuencias ricas en aminoácidos básicos (BRS). 
CD247 contiene 3 BRSs (Figura 7.2), las cuales se ha comprobado que son 
necesarias para la unión de las colas citoplasmáticas a la membrana (Zhang et al., 
2011). 
 
Figura 7.2. Esquema de la molécula CD247 y del impacto de las dos mutaciones 
germinales estudiadas 
 
Está mutación se encuentra únicamente en la isoforma 1 de CD247, que 
solo se diferencia en la incorporación de la glicina 101 en la que reside la mutación. 
La isoforma 1 en linfocitos T es minoritaria (Atkinson et al., 2003), y nuestros 
datos muestran que reconstituye significativamente peor el TCR que la isoforma 2 
canónica. Esto podría indicar que su función en el linfocito T es la de modular la 
expresión del TCR. Parecería improbable que una mutación en heterocigosis que 
solo afecta a la isoforma minoritaria pudiese suponer un defecto suficiente para 
causar un impacto clínico, pero debemos tener en cuenta que una mutación en una 
posición de splicing podría afectar también a la isoforma 2, que no se ha estudiado. 
El patrón de expresión que observamos por la intensidad de fluorescencia 
de GFP por citometría mostró que, aunque ambas mutaciones producen un efecto 
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de reducción de CD3 similar, Q70X y Q101X tienen un patrón de expresión muy 
diferente. Q101X se comporta de manera similar a la cadena WT, mientras que 
Q70X se expresa de manera mucho más intensa, más parecido a transfectar GFP 
sin fusionar. Estos datos parecen indicar que los dominios BRS y el punto de unión 
a membrana son importantes para la propia expresión de CD247, pero no para su 
papel sobre el del TCR. 
 
7.2.-Papel de BCL10 en la función de los linfocitos T  
7.2.1.-Impacto de la deficiencia de BCL10 en la biología del linfocito T 
El uso de líneas T derivadas del único paciente deficiente de BCL10 
descrito, así como de otra línea generada por edición genética, nos han permitido 
ampliar lo que sabemos sobre el impacto de la ausencia de BCL10 en los linfocitos 
T humanos con respecto a lo que se publicó en su momento el paciente en cuestión 
(Torres et al., 2014). 
La inducción de CD69 en las células deficientes para BCL10, tanto HTLV-
I como en la línea Jurkat ‒/‒, no se vio afectada, por lo que es un mecanismo 
independiente del CBM. Este hecho concuerda con lo observado en células 
primarias del paciente deficiente para BCL10 (Torres et al., 2014). Además, está 
caracterizado que CD69 se regula a través de la vía de señalización de ERK (Altan-
Bonnet and Germain, 2005). 
ICOS y CD25 se modulaban negativamente al estimular las células 
BCL10def. En este tipo de línea, la activación constitutiva por efecto del virus 
HTLV-I hace que estos marcadores se expresen en condiciones basales, pero la 
estimulación de estas células puede inducir sobreexpresión de estos en condiciones 
normales (ninguna deficiencia genética). CD25 e ICOS son inducidos por el factor 
de transcripción NFAT (Hermann-Kleiter and Baier, 2010; Tan et al., 2006), que 
se activa por la vía Ca2+-Calmodulina, un proceso independiente de BCL10. Sin 
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embargo, en el paciente del que derivan la línea BCL10def (Torres et al., 2014) la 
inducción de ICOS y CD25 en linfocitos T estaba afectada.  
En cuanto a la producción de citoquinas, el defecto de producción en 
linfocitos T de las citoquinas IL-2, IFNγ y TNFα no se puede comparar con el 
paciente ya que no se analizó, pero la reducción en la producción de IL-2 sí 
coincide con el fenotipo del ratón BCL10 KO (Ruland et al., 2001). IL-2 es un gen 
muy estudiado, y su regulación depende de varios factores de transcripción 
distintos, entre ellos juega un papel crucial NF-κB, parte final en la cascada de 
señalización del CBM (Ruland and Hartjes, 2019). 
Si comparamos todos los datos de marcadores de activación y producción 
de citoquinas analizados en la línea BCL10def con lo reportado en las 
inmunodeficiencias de CARD11 y MALT, podemos encontrar muchas 
similitudes. Se ha observado como la inducción de CD69 no se ve afectada en la 
deficiencia de CARD11(Frizinsky et al., 2019). El defecto de inducción de IL-2 es 
el mejor estudiado y el que más se repite, tanto en CARD11 como en MALT1 
(Frizinsky et al., 2019; McKinnon et al., 2014; Punwani et al., 2015). ICOS solo 
ha sido analizado en la deficiencia de CARD11 (Stepensky et al., 2013), mostrando 
también un defecto en su expresión tras ser activado. La inducción de CD25 se 
encuentra reducida pero no ausente en los tres genes del CBM (Frizinsky et al., 
2019; Stepensky et al., 2013; Torres et al., 2014). 
La degradación de Regnasa 1 por el CBM se vio afectada en la línea Jurkat 
deficiente para BCL10 (‒/‒). En líneas T la activación por PMA + Ionomicina 
reduce la expresión de Reg-1, mientras que las células BCL10 deficientes 
sobreexpresan esta proteína respecto a su forma basal. Estudios realizados también 
con células Jurkat deficientes para BCL10 muestran que al ser estimuladas a 
tiempos cortos Reg-1 no se degrada (Schlauderer et al., 2018), lo que no es 
incompatible con nuestros datos, que indican que a tiempos más largos Reg-1 se 
sigue manteniendo baja en líneas control mientras que se sobreexpresa en las líneas 
deficientes. Una forma de explicar la sobreexpresión a tiempos largos de Reg-1 en 
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las líneas deficientes es que Reg-1 es inducible por ERK (Kasza et al., 2010), por 
lo que a tiempos más largos en los que no hay control negativo por parte del CBM, 
esta molécula aumenta su expresión. 
De los marcadores que hemos estudiado muchos están regulados a su vez 
por Regnasas 1y 2 ICOS, CD25, IL-2, IRF4 (Mao et al., 2017) e IFNγ (Cui et al., 
2017), lo que daría un doble control de regulación del CBM sobre estas respuestas 
del linfocito T. 
En ausencia de BCL10, IRF4 obtiene su inducción por PMA + Ionomicina. 
IRF4 es un factor de transcripción de la familia de los factores reguladores de 
interferón, y su papel es imprescindible para la diferenciación de macrófagos anti 
inflamatorios M2 (Juhas et al., 2015) y los linfocitos cooperadores Th17 (Ciofani 
et al., 2012). Las líneas HTLV-I expresan IRF4 de manera constitutiva debido a 
esa activación crónica que genera el retrovirus mientras que las líneas Jurkat no 
expresan IRF4 (Suzuki et al., 2010), por lo que no pudo analizarse en esa línea. 
La relación entre el CBM y de IRF4 está establecida a través de Regnasa 1 
(Jeltsch et al., 2014), donde la degradación por proteólisis de esta proteína que 
ejerce la paracaspasa MALT1 es necesaria para la diferenciación de linfocitos 
Th17 y la correcta expresión de IRF4. Extrapolando esto a nuestros datos, la 
deficiencia de BCL10 impediría la formación del CBM y, en consecuencia, la 
inducción de IRF4 se vería frenada. 
Agrupando nuestros resultados podemos discernir que, si la ruta del CBM, 
que reduce los niveles de Regnasa 1, está afectada, pero la vía de señalización de 
ERK, por la que se induce, funciona con normalidad, es lógico esperar que los 
niveles de Regnasa 1 se incrementasen en lugar de reducirse, así como ejercer un 
control post-trancripcional más estricto y ver una reducción en la expresión de 
estos marcadores de activación (Figura 7.3) 
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Figura 7.3. Defecto de BCL10 en linfocitos T. Si en linfocitos T se expresa 
BCL10 con normalidad, el CBM cumple su señalización hacia inducción de genes 
proinflamatorios, como IL-2, y proteoliza Regnasa-1 (Reg-1) para que genes de la 
ruta de NF-κB u otros genes que también sean diana sean degradados (ICOS, 
CD25, IRF4). En la deficiencia de BCL10 la degradación de Reg-1 no ocurra, pero 
si su inducción por la vía ERK, lo que hace que se sobreexprese y reprima con más 
intensidad a estos factores proinflamatorios 
 
7.2.2.-La reducción de los niveles de BCL10 por heterocigosis se 
comporta como una deficiencia completa 
El uso de CRISPR/Cas9 nos ha permitido generar, además de la línea Jurkat 
deficiente, una línea heterocigota con niveles intermedios de proteína.  
Analizamos el proceso de auto modulación del CBM, ya que MALT1 tiene como 
diana de proteólisis a BCL10 (Rebeaud et al., 2008) y a sí mismo  (Baens et al., 
2014). Pudimos ver como a distintos tiempos la cantidad de BCL10 bajaba en la 
línea Jurkat +/+, mientras que en la línea +/‒ esta bajada fue significativamente 
menor.  
Modelos celulares de inmunodeficiencias congénitas de linfocitos T: 
aplicación a estudios de expresión y señalización 
 
95 
 
La degradación de Reg-1 en las células +/‒ también fue anómala, y 
sobreexpresó al mismo nivel que la línea deficiente ‒/‒, lo que indica que la 
actividad proteasa del complejo no estaba funcionando. 
La inducción de CD25 estaba reducida a la mitad tanto en la línea deficiente 
como en la heterocigota, lo que indica que el proceso por el que BCL10 regula 
CD25 en condiciones de heterocigosidad no es funcional. El resultado es similar 
con IL-2, en el que la línea +/‒ tiene un defecto de producción muy acusado, 
aunque en este caso si llega a ser significativamente distinto de la línea deficiente. 
La deficiencia de MALT tiene un fenotipo similar, pero no está reportado 
que los heterocigotos de las mutaciones observadas en la misma tengan defectos 
tan acusados, tan solo un defecto en producción de IL-2 de en torno al 50% 
(McKinnon et al., 2014), no al 15% como observamos en nuestros resultados con 
BCL10. BCL10 no tiene función en el CBM más allá de constituir el esqueleto del 
filamento que forma el CBM, y MALT1 no puede funcionar si no está unido a él 
(David et al., 2018). Atendiendo a su papel en el ensamblaje del CBM, la 
disparidad entre los heterocigotos de MALT1 y BCL10 puede ser debida a que la 
cantidad de BCL10 sí es limitante para la oligomerización de CBM, mientras que 
los niveles MALT1 no son tan determinantes para su ensamblaje y función. 
En el caso de los padres del paciente descrito de BCL10 (Torres et al., 
2014), los Western Blot que se hicieron en blastos primarios mostraron una 
expresión normal de BCL10, por lo que no habría que esperar clínica de ellos. 
Finalmente, en este bloque podemos concluir que la heterocigosidad de 
BCL10 podría ser considerada como un defecto autosómico dominante por 
haploinsuficiencia.  
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CD247 
 Las líneas celulares humanas ZKO y PM1T son mejores modelos que la 
línea murina MA5.8 como sistema de evaluación de la patogenicidad de las 
mutaciones somáticas o germinales en CD247 sobre los niveles de 
expresión del TCR. 
 No todas las reversiones somáticas restauran CD247 con la misma 
eficiencia, siendo Q70Y la variante con menor capacidad de reconstitución, 
comparada con Q70L y Q70W. 
 La región citoplasmática de CD247 es imprescindible para la correcta 
expresión de CD247, y mutaciones en CD247 donde se pierda la mayor 
parte de esta región, como Q70X y Q101X, pueden presentar un 
comportamiento dominante negativo respecto a la proteína normal, lo que 
incrementaría su relevancia clínica. 
 
BCL10 
 BCL10 es un elemento central de ciertas rutas de activación del linfocito T, 
ya que su ausencia impide la correcta producción de algunas citoquinas 
como IL-2, INFγ y TNFα, la inducción normal de los marcadores de 
activación ICOS y CD25 (pero no CD69) y del factor de transcripción IRF4 
y la proteólisis de Regnasa-1, un represor de respuestas inflamatorias 
dependiente de BCL10. 
 La comparación de las líneas deficientes homocigota y heterocigota de 
BCL10 indica que son necesarios unos niveles mínimos de BCL10 para que 
el complejo CBM señalice para la producción de IL-2, la expresión de 
CD25 y la proteólisis de Regnasa 1, pero no para la expresión de CD69. 
 En los algoritmos diagnósticos de inmunodeficiencias primarias, la 
heterocigosidad de BCL10 debe ser considerada como autosómica 
dominante por haploinsuficiencia, como sugieren nuestro modelo celular. 
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Letter to the EditorNew human combined immunode-
ficiency caused by interferon regu-
latory factor 4 (IRF4) deficiency
inherited by uniparental isodisomyTo the Editor:
Primary immunodeficiencies (PIDs) are a group of around 300
rare and usually monogenic disorders, mostly caused by point
mutations.1 Uniparental disomy (UPD) is a condition in which
both copies of a chromosome or chromosomal region are in-
herited from the same progenitor.2 Uniparental isodisomy
(UPID) is a type of UPD caused by nondisjunction errors in one
of the parental gametes in meiosis II. UPID can be pathogenic,
either because of imprinting defects or inheritance of a recessive
condition from a single carrier parent.
Interferon regulatory factor 4 (IRF4) is one of 9 members of the
IRF family of transcription factors, which participate inFIG 1. IRF4mutation, protein detection, and cytokine ex
patient (P) and a healthy donor (C). Signal transducer an
in parallel as a loading control. Right, Scheme of the
mRNA level. The oval marks the mutated nucleotide, a
is introduced into the mRNA. B, IRF4 expression in
PMA/ionomycin (16 hours). Data are from a single expe
specimen did not react with MUM1 (anti-IRF4 mAb). In
subject showedMUM1-positive cells (both original mag
D, Intracellular IL-2 and IFN-g production in PBMCs from
PMA/ionomycin stimulation (6 hours). Data are from atranscriptional regulation in response to interferon.3 In 1997, an
IRF4-deficient mouse was described that showed severe immune
alterations.4 The many roles of IRF4 in immune functions have
been thoroughly analyzed, although all published studies to
date used either mouse models or immortalized cell lines, and
some inconsistencies have been noted. IRF4 appears to be a key
regulator of several major processes in B lymphocytes,5,6 T lym-
phocytes,7 and myeloid cells.8 It is also expressed in nonimmune
cells and has been shown recently to mediate important nonim-
mune functions, affecting the brain, heart, and adipose tissue.9
Herewe describe a patient with a new combined PID caused by
a homozygous splicing mutation in IRF4 (MIM: 601900) located
on chromosome 6p25.3. The genetic mechanism underlying the
defect consisted of a maternal UPID that led to inheritance of 2
identical maternal sister chromatids.
The patient was a 5-month-old Spanish girl born to non-
consanguineous parents. Her clinical course was characterized by
intrauterine growth retardation, severe dermatitis, and failure topression profile. A, Left, IRF4-specific RT-PCR of the
d activator of transcription 3 (STAT3)was amplified
effect of the splicing mutation c.1213-2A>G at the
nd the arrow indicates the intronic nucleotide that
total lymphocytes either alone or stimulated with
riment. C, The patient’s cells in a lymph node biopsy
set, Biopsy specimen from an age-matched control
nification3200). Data are from a single experiment.
the patient and an age-matched healthy donor after
single experiment.
1
TABLE I. Immune phenotype comparison between IRF4-deficient patients and IRF4 knockout mice
Cell type Human IRF4 deficiency (this report) Irf42/2 mice References
B cells Normal bone marrow early B-cell development
Low immature B lymphocytes with high k/l ratio
Normal bone marrow early B-cell development
High k/l ratio in spleen B lymphocytes
4
Low percentage of total and memory B lymphocytes
in peripheral blood
Late spleen B-cell maturation block 4
No primary B-cell follicles or germinal centers in
lymph nodes
Primary B-cell follicles present but no germinal
centers in spleens or lymph nodes
4
No plasma cells in bone marrow or lymph nodes No plasma cells in spleen or lamina propria 4
No serum IgG, IgA, IgM, or IgE No serum immunoglobulin isotypes 4
No vaccination response to tetanus and diphtheria No antibodies after dinitrophenol immunization 4
No in vitro immunoglobulin secretion in response to
PWM
No in vitro immunoglobulin secretion in response to
LPS or anti-CD40
4
T cells Polyclonal T-cell repertoire Normal distribution of several TCR Vb elements 4
Low proliferative response to PHA and normal to
anti-CD3, ConA, and PWM
Low proliferative response to anti-CD3, ConA, and
staphylococcal enterotoxin A
4
Low IL-2 and IFN-g production in response to
PMA/ionomycin or anti-CD3
Normal IL-4 production in response to PMA/
ionomycin
Low IL-2, IFN-g, and IL-4 production in response
to anti-CD3
4
Very low TH17 and Treg and low TH2 and TFH cell
numbers
Diminished TH2, TH17, and TFH differentiation
in vitro
Impaired Irf42/2 Treg cell function
7, E11
Monocytes, macrophages,
dendritic cells
Impaired M-CSF–induced polarization
Impaired MoDC differentiation in vitro
High percentage of plasmacytoid dendritic cells
HLA-DR1CD41CD1231 in bone marrow
Impaired M-CSF–induced polarization
Absence of cDC2s (CD11bhigh CD8a2) and
presence of cDC1s (CD11blowCD8a1) in vivo
8, E13
Granulocytes Eosinophilia without hyper-IgE Undocumented —
All Susceptibility to infection Undocumented —
cDC, Conventional dendritic cell; ConA, concanavalin A; PWM, pokeweed mitogen.
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2 LETTER TO THE EDITORthrive, with long periods of fever without focus and tachycardia.
Before starting prophylactic therapy at 5 months, she experienced
bronchopneumonia, muguet, and diarrhea. She had generalized
adenopathies on several occasions. She had episodes of fast
hypoglycemia and excessive sweating. She died at 2 years of age
on day 12 after an allogeneic hematopoietic stem cell trans-
plantation. See the complete case report in theMethods section in
this article’s Online Repository at www.jacionline.org for more
details.
On immunologic evaluation, she had agammaglobulinemia
with reduced B-cell percentages, normal total lymphocyte counts,
and hypereosinophilia in peripheral blood (see Table E1 in this ar-
ticle’s Online Repository at www.jacionline.org). Memory B-cell
subsets were absent, and the k/l ratio was abnormal (8:1; see Fig
E1, A, in this article’s Online Repository at www.jacionline.org).
For CD4 T cells, a large percentage of recent thymic emigrants
was found, effector memory cell counts were low (see Fig E1,
B), and only a small percentage of regulatory T (Treg) cells
were observed (see Fig E1, C). TH lymphocyte subsets showed
increased TH1, reduced TH2, and strongly decreased TH17 and
follicular helper T (TFH) subsets (see Fig E2 in this article’s On-
line Repository at www.jacionline.org). CD8 effector memory T
cells were undetectable (see Fig E1, D). Natural killer (NK) cell
counts were normal (see Table E2 in this article’s Online Repos-
itory at www.jacionline.org) and did not show degranulation
abnormalities.
In the patient’s bone marrow, reduced B-cell numbers with the
absence of memory B-cell subsets and plasma cells were noted.
An abnormal k/l ratio (8:1) was also present (see Fig E3 in the
Online Repository). Hypoplasia of the granulocytic lineage withan increase in numbers of plasmacytoid dendritic cells, abun-
dance of eosinophils, and hemophagocytosis were observed.
Examination of the lymph nodes showed a loss of normal
architecture caused by a lack of follicles, as well as patchy areas
of necrosis and abscess formation (see Fig E4, A and B, in this ar-
ticle’s Online Repository at www.jacionline.org). Large numbers
of eosinophils and CD41 lymphocytes were found (see Fig E4,
C). Plasma cells were absent (see Fig E4, D). B lymphocytes
were around 10%, and they were dispersed through the lymph no-
des (see Fig E4, E).
Genetic analysis using a next-generation sequencing (NGS)–
customized panel allowed us to exclude mutations in all previ-
ously reported PID-related genes. Because of the complexity of
the clinical manifestations, a single nucleotide polymorphism
(SNP) array was performed with DNA from the patient and her
parents. A significant loss of heterozygosity with normal gene
dosage was found affecting the totality of chromosome 6. Results
were compatible with a maternal UPID of chromosome 6 (see Fig
E5, A, in this article’s Online Repository at www.jacionline.org).
The patient’s chromosome 6 and that of her mother were analyzed
by using whole-exome sequencing (WES). The mutation c.1213-
2A>G, p.V405GfsTer127 (NM_001195286) in the gene IRF4,
which is located in the splice acceptor site of intron 8, was found
in homozygosity in the patient and in heterozygosity in her
mother and grandmother (see Fig E5, B).
By using RT-PCR, an alteration of the IRF4 mRNA sequence
was demonstrated (Fig 1, A). IRF4 induction was absent by using
flow cytometry in the patient’s lymphocytes after stimulation (Fig
1, B). IRF4 expression was absent in lymph node biopsy speci-
mens, as determined by using immunohistochemistry (Fig 1, C).
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production was analyzed by using intracellular flow cytometry in
the patient’s T lymphocytes (Fig 1, D) and in the patient’s human
T-lymphotropic virus 1 (HTLV-1) cell line (see Fig E6 in this ar-
ticle’s Online Repository at www.jacionline.org) before and after
transduction with wild-type IRF4. Similar to her primary cells,
the Irf42/2HTLV-1 cell line produced low IFN-g levels, whereas
after IRF4 transduction, IFN-g levels remained comparable with
those in the control HTLV-1 cell line.
Regarding myeloid lineage cell differentiation, quantitative
RT-PCR of a set of genes that specifically define the macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF)–induced macrophage (M-
MØ) subset was performed in the patient’s macrophages.
Compared with M-MØs from healthy donors, the patient’s M-
MØs had lower expression of all genes studied (FOLR2, HTR2B,
ADORA3, CD209, and SLC40A1), except MAFB, and higher
expression of genes associated with proinflammatory GM-CSF–
induced macrophage (GM-MØ) polarization (see Fig E7 in this
article’s Online Repository at www.jacionline.org). An inade-
quate differentiation ofmonocytes towardmonocyte-derived den-
dritic cells (MoDCs) was also observed based on the lack of CD1a
(see Fig E8 in this article’s Online Repository at www.jacionline.
org).
We describe a new autosomal recessive combined PID caused
by IRF4 deficiency in a girl with severe dermatitis generated by a
maternal UPID of chromosome 6 and characterized by agamma-
globulinemia; eosinophilia; normal lymphocyte counts; reduction
in memory T- and B-cell compartments; alteration of the k/l
ratio; severely reduced Treg, TH17, and TFH subsets; and
increased GM-MØ macrophage polarization.
IRF4 deficiency as the pathogenic event underlying the
patient’s immunologic impairment is reinforced by comparison
with the phenotypic characteristics of distinct Irf42/2 mouse
models, which are strikingly similar to those of the patient
(Table I).4,7,8,E11,E13
IRF4 deficiency can be also implicated in other clinical
manifestations, such as severe fast hypoglycemia, failure to
thrive, excessive sweating, or tachycardia, although more studies
should be performed. See the Discussion section in this article’s
Online Repository at www.jacionline.org for more details.
We thank the patient and her family. We also thank Drs Luis Allende for
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IL-5 determinations. We thank C Mark for editorial assistance.
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Letters to the EditorPrimary T-cell immunodeficiency
with functional revertant somatic
mosaicism in CD247To the Editor:
T lymphocytes detect antigens with the T-cell receptor (TCR)
composed of a variable heterodimer (either ab or gd), 2 invariant
heterodimers (CD3gε and CD3dε), and an invariant homodimer
(CD247 or zz).1 Because of the crucial role of TCR signaling in
thymic selection, mutations in TCR, CD3, or CD247 selectively
impair T-cell development, albeit to different degrees: deficiency
of CD3d or CD3ε, but not of CD3g or CD247, causes severe T-cell
lymphopenia. Their clinical outcome is also disparate, because
CD3g deficiency does not require urgent transplantation. Thus,
TCR immunodeficiencies display a range of phenotypes and
careful differential diagnosis is essential for appropriate therapy.
We describe an infant born to consanguineous parents
with early-onset chronic cytomegalovirus infection, severe
immunodeficiency, and extremely low surface TCR levels. Her
immunologic characterization at age 11 months is summarized in
Table E1 in this article’s Online Repository at www.jacionline.FIG 1. Patient characterization. A, Peripheral blood
indicated subsets. Numbers indicate % MFI relativ
the indicated CD. Numbers indicate % iCD2472 or
sorted T cells. Numbers indicate % normalized ban
predicted proteins. EC, Extracellular; IC, intracellular;M
TM, transmembrane; WB, Western blot. ***P <_ .001.org. Briefly, she showed low T- and B-cell counts, selective severe
CD41 T-cell lymphopenia (Fig 1, A), low recent thymic
emigrants, and naive T cells and poor TCRVb repertoire, all
suggestive of a defect in T-cell development despite a normal-
sized thymus (see Fig E1 in this article’s Online Repository at
www.jacionline.org).
Surface TCR expression was markedly reduced in both ab and
gd T cells (Fig 1, B), suggesting a defect in an invariant chain of
the TCR complex. Intracellular (i) flow cytometry showed normal
CD3g, d, and ε expression but almost absolute absence of CD247
(Fig 1, C). cDNA sequencing revealed a homozygous T-to-C mu-
tation at position 12 of exon 1 of CD247 as reported recently2
(NCBI/ClinVar: rs672601318), which causes loss of the initiation
codon and therefore prevents translation. The patient’s parents
and 4 additional family members were asymptomatic but
heterozygous for the mutation (see Fig E2 in this article’s Online
Repository at www.jacionline.org). Interestingly, surface TCR
expression in mutation carriers was reduced 2-fold (Fig 1, B),
revealing a clear correlation between surface TCR and CD247
genotype, which was useful for diagnosis and genetic counseling.
Notably, a few T cells in the patient expressed surface TCR levels
(Fig 1, A) comparable to those of carriers (CD3εhigh), whichphenotype. B, Surface CD3ε expression in the
e to controls. C, Intracellular (i) expression of
iCD2471 in iCD3d1 (T) cells. D, CD247 WB of
d intensity relative to control. E, Mutations and
FI, mean fluorescence intensity; SP, signal peptide;
347
FIG 2. Impaired TCR-induced signaling in primary (A and B) and cultured T cells (C and D). % CD691 cells
(Fig 2, A) or CFSE dilution (Fig 2, B) after stimulation with anti-CD3ε for 24 hours or 5 days, respectively.
C, Representative pZAP-70 and pERK levels after stimulation with anti-CD3ε (left) and MFI 1 SEM
relative to unstimulated cells of 4 independent experiments (right). D, T-cell growth in allogeneic cultures.
CFSE, Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester; pERK, phospho-extracellular signal–regulated ki-
nase. *P <_ .05.
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confirm this correlation, T cells from the patient were cultured
in allogeneic cultures, where CD3εhigh T cells became prominent
(see Fig E3 in this article’s Online Repository at www.jacionline.
org). Fluorescence-activated cell sorting and CD247 Western blot
analysis confirmed that the patient’s CD3εhigh T cells had recovered
CD247 expression (Fig 1, D). RNA sequencing of CD3εhigh T cells
revealed 2 independent somatic mutations at or near the germline
mutation: a reversion (c.2T>C>T) and a second-site mutation
(c.-8A>T) that generates an alternative in-frame initiation codon, 3
codons upstream of the original ATG (Fig 1, E). Given the low
frequency of revertant T cells in vivo, it seems improbable that a
single cell would carry both somatic mutations.
Collectively, these results show that a very small percentage of
the patient’s T cells had undergone somatic mutations able to
revert the inherited mutation, allowing CD247 protein synthesis
and thus higher surface TCR expression. Revertant T cells
showed diversity in TCRCb1, CD4, and CD8 expression (data
not shown), suggesting that the reversion events occurred early in
development.
CD69 upregulation and short-term proliferation of primary
T cells after anti-CD3 antibody stimulation was impaired in the
patient and reduced in carriers (Fig 2, A and B). ZAP-70 and
extracellular signal-regulated kinase (ERK) phosphorylation
was also impaired in CD247-deficient T cells, whereas revertant
T cells displayed carrier phosphorylation levels (Fig 2, C). Theseresults indicate that the reversions could partially rescue TCR
signaling in vitro. In contrast, the patient’s T cells (both CD3εlow
and CD3εhigh) readily proliferated when cultured with allogeneic
cells and IL-2 (Fig 2, D), suggesting that their TCR signaling
defect could be overcome if a long-term TCR stimulus together
with continuous IL-2 supply were present. This is in line with
the in vivo expansion of the patient’s CD81 T cells being driven
by chronic cytomegalovirus infection, which, in turn, would
explain their exhaustion and reduced proliferative response
in vitro compared with their CD41 counterparts. Revertant T cells
were capable of expansion in vitro (Fig 2, D) and also, but less
efficiently, in vivo (data not shown), where they did not suffice
to repopulate the T-cell compartment.
The immunologic phenotype of this new patient resembled that
of 2 other reported cases of CD247 deficiency (see Table E2 and
Fig E4 in this article’s Online Repository at www.jacionline.org).
In both cases, CD3εlow and CD3εhigh T cells were also identified.
The first study3 reported 3 second-site somatic mutations in
CD247 that partially rescued TCR expression but not function,
as measured solely by anti-CD3–induced ZAP-70 phosphoryla-
tion. No molecular analysis for somatic mutations was reported
for the second patient.4 Thus, the presence of revertants along
with strongly reduced surface TCR expression is pathognomonic
of CD247 deficiency.5,6
The new case described here showed complete CD247 protein
deficiency due to loss of the initiation codon. The disorder was
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developmental and functional T-cell derangements, suggesting
that, as observed in mice,7 CD247 plays a critical role for T-cell
selection in the thymus. Yet partial TCR complexes lacking
CD247 can signal to some extent for selection. The somatic
mutations rescued surface TCR expression as well as proximal
and distal TCR-dependent signal transduction, expectedly reach-
ing only mutation carriers’ values.
In conclusion, mild lymphopenia and functional revertant
somatic mosaicism should not confound the fact that CD247
deficiency is a very severe condition that requires urgent
transplantation, but easy to diagnose by intracellular flow
cytometry or by the surface TCR phenotype of obligate carriers.
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impairment in nuclear factor kappa
B, subunit 1–mutated common
variable immunodeficiency diseaseTo the Editor:
The nuclear factor kappa B (NF-kB) signaling pathway plays
an important role in immune cell biology.1 Both the classical
(nuclear factor kappa B, subunit 1 [NF-kB1]; p105/p50) and the
alternative (nuclear factor kappa B, subunit 2 [NF-kB2];
p100/p52) NF-kB pathways have been largely studied mainly in
animal models.1 Regarding B cells, the role of NF-kB1 was
underlined in a murine nf-kb1 knockout model in which
peripheral B cells showed defective maturation, defective isotype
switching, and impaired humoral immune responses.1-3 A similar,
although more pronounced, immunologic phenotype was
observed in the nf-kb2 knockout mice, with defective secondary
lymphoid organ development and impaired B-cell development
both in early (bone marrow) and in late (periphery) stages
with defective humoral responses both to T-dependent and to
T-independent antigens.1 The role of NF-kB2 in human B-cell
development was recently defined in patients carrying
monoallelic mutations in NF-kB2, leading to common variable
immunodeficiency (CVID)-like disease with autoimmunity
and defects in late stages of peripheral B-cell maturation.4,5
Monoallelic mutations in NF-kB1 leading to p50 haploinsuffi-
ciency were recently described in a limited number of patients
with CVID6; however, data regarding the effect of monoallelic
NF-kB1 mutations on B-cell development are scarce. We report
on 2 patients carrying monoallelic mutations in NF-kB1, one of
 
FIG 2. Electrophoretic mobility shift assay. Biotin-labeled wild-type or
mutant oligonucleotides incubated without nuclear extracts (lanes 1 and
4), with nuclear extracts (lanes 2, 3, 5, and 6), and in the absence (lanes 2
and 5) or presence (lanes 3 and 6) of an excess of unlabeled oligonucleo-
tides. A supershift DNA/protein complex band is detected and marked.
The free-labeled oligonucleotide is indicated.
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Furthermore, our finding highlights the potential role ofmutations
in gene regulatory regions as a cause of significant primary
immunodeficiencies.
We thank Niek P. van Til, Department of Hematology, Erasmus University
Medical Center, Rotterdam, The Netherlands, for providing the wild-type
gcPRO plasmid.
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ness and impaired development in
a CD247-deficient patientTo the Editor:
The analysis of single gene defects in patients with primary
immunodeficiencyhas provided important insights into the normal
physiology of the immune system and is particularly valuable in
those instances where the human and murine immune systems are
different.1 CD247 (T-cell receptor [TCR] z/CD3z) is one of the
invariant chains that, alongwith CD3g, CD3d, CD3ε, and a clono-
typic TCR heterodimer (ab or gd), forms the TCR antigen recep-
tor complex expressed at the surfaces of T lymphocytes. However,
CD247 is also expressed in natural killer (NK) cells, and although
the biology of CD247 in the TCR complex is similar in mice and
human subjects, there are marked differences between human
and murine NK cells in the expression and association of acti-
vating NK receptors (CD16/FcgRIII, natural cytotoxicity receptor
(NCR)3/NKp30, and NCR1/NKp46) with CD247.2,3 Thus anal-
ysis of the rare patients deficient in CD247 provides unique in-
sights into the biology of this signaling molecule in NK cells
that cannot be obtained from the study of murine models.
Two CD247-deficient patients have been described previ-
ously.4,5 Those studies focused on the effects of this deficiency
on T cells, and although a somewhat reduced NK cell activity
was noted, this population was not studied in detail. Here we
report in-depth analyses of NK cells in a new case of inherited
FIG 1. CD247 genotype correlates with expression of CD247 and CD16 and NCR3 expression on NK cells. NK
receptor expression levels in CD32CD56dim NK cells from the CD2472/2 patient were comparedwith those of
CD2471/2 and CD2471/1 relatives or age-matched control subjects for intracellular CD247 (A), CD16 on
FcεRg1 or FcεRg2 cells (B), NCR1 (C), NCR3 (D), and 2B4 (E). Data are shown as geometricmean fluorescence
intensity (Geo MFI). / , First/second sample taken 3 months apart *P < .05 and **P < .01.
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Repository at www.jacionline.org) because of loss of the
translation initiation codon (see Fig E1, A, in this article’s Online
Repository at www.jacionline.org). NK cells from other family
members, who were either heterozygous for the mutation in
CD247 or homozygous for wild-type CD247 (see Fig E1, B),
were also analyzed.
Loss of the initiation codon led to the complete absence of
CD247 protein expression in the proband (see Fig E1,C), and cor-
relation between levels of CD247 expression in CD32CD56dim
NK cells and genotype was observed in family members (Fig 1,
A). In human NK cells the CD16, NCR1/NKp46, and NCR3/
NKp30 receptors associate with CD247 or FcεRg.3 The level of
surface CD16 on NK cells, both FcεRg2 and FcεRg1, segregated
with the CD247 genotype of the donor (Fig 1, B, and see Fig E2,
A, in this article’s Online Repository at www.jacionline.org),
strongly suggesting that the defective expression of CD247
underlies these phenotypic changes.
In contrast, NCR1, but not NCR3, expression in NK cells was
comparable in all genotypes (Fig 1, C and D, and see Fig E2, B),
suggesting that association with FcεRg is sufficient for surface
expression of NCR1, even in the absence of CD247, whereasNCR3 expression depends principally on CD247. Finally, as
expected, surface expression of the 2B4 receptor, which is not
known to associate with CD247, was normal in all subjects,
irrespective of the CD247 genotype (Fig 1, E).
To gain insight into the functional effect of CD247 deficiency
on NK cell function, we analyzed degranulation of IL-2–cultured
NK cells from the patient and her relatives in response to
receptor-mediated signals (shown in Fig 1) by using either
specific mAb and P815 cells or K562 cells as targets (Fig 2, A).
IL-2–cultured NK cells were used for these experiments because
NK cell cytotoxicity is greatly reduced compared with that seen in
adults in early life; however, exposure to IL-2 can reconstitute NK
cell cytotoxic capacity to adult levels,6 thus permitting a fair
comparison of NK cell cytotoxic function from the infant patient
and adult family members. The patient’s NK cells responded
poorly to all receptor-mediated signals, irrespective of their
surface expression levels (Fig 2, A). However, the patient’s NK
cells did not have a general defect in cytotoxic machinery because
their receptor-independent degranulation induced by phorbol
12-myristate 13-acetate plus ionomycin was normal. Although
NK cell degranulation from CD2471/2 subjects was always
somewhat less than that observed for CD2471/1 control subjects,
FIG 2. Hyporesponsiveness (A-C) and impaired maturation (D-F) of CD247-deficient NK cells. Comparative
degranulation in response to the indicated stimuli for the 3 CD247 genotypes (Fig 2, A), CD3d- and CD3g-
deficient patients versus healthy control subjects (Fig 2, B), and healthy adults versus children (Fig 2, C).
CD3-deficient (squares) and CD247-deficient primary immunodeficiencies were compared among them
and with CD2471/2 and CD2471/1 relatives or age-matched control subjects for peripheral blood CD56bright
NK cells (Fig 2, D), KIR2D1CD56dim NK cells (Fig 2, E), and CD94/NKG2A1CD56dim NK cells (Fig 2, F). / ,
First/second sample. *P < .05 and **P < .01.
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stimulation through NCR3 (Fig 2, A), again suggesting that
CD247 is particularly important for NCR3 expression and
signaling.
The observed receptor-mediated NK cell hyporesponsiveness
was specific for CD247 deficiency because it was not seen for NK
cells from patients with CD3g or CD3d deficiencies (Fig 2,B) and
was unrelated to age (Fig 2, C).
Given the hyporesponsiveness of NK cells from the CD247-
deficient patient, her NK cell differentiation was compared with
that of other family members and age-matched control subjects.
Peripheral blood NK cells can be divided into 2 subsets:
CD56bright and CD56dim cells. CD56bright NK cells produce cyto-
kines after monokine stimulation and are considered progenitors
of the CD56dim NK cells, which are more specialized for
cytotoxicity.7 Although the total number of CD32CD561 NK
cells was comparable in the CD247-deficient patient and other
family members and control subjects (data not shown), the
proportion of CD56bright NK cells was considerably higher(Fig 2, D), suggesting defective NK cell differentiation.
Consistent with this hypothesis, flow cytometric analysis of
expression of additional surface markers in the CD56dim NK
cell subset also revealed impaired NK cell maturation in the pa-
tient. In particular, late stages of the differentiation of CD56dim
NK cells are characterized by a switch from CD94/NKG2A
expression to killer immunoglobulin-like receptor (KIR)
expression.7 As expected, the majority of CD56dim NK cells
from control subjects expressed KIR2D receptors, as did NK cells
from patients with CD3g or CD3d deficiencies. However, only
approximately 20% of CD56dim NK cells from the CD247-
deficient patient expressed KIR2D (Fig 2, E), whereas greater
than 80% of these cells expressed the CD94/NKG2A heterodimer
(Fig 2, F), demonstrating a specific block in the late differentia-
tion stages of CD56dim NK cells in this patient.
Our data suggest that CD247 deficiency affects NK cell
development and function both directly and indirectly. In
particular, an increased proportion of peripheral blood CD56bright
NK cells was noted in all CD3/CD247-deficient patients
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than specifically CD247, affects NKdifferentiation. This observa-
tion is consistent with data from patients undergoing stem cell
transplantation (SCT) in whom the first NK cells to repopulate
the periphery have an immature phenotype and are less able to
mediate cytotoxicity before T-cell recovery.8 Interestingly, the
ability of peripheral blood NK cells from the CD247-deficient
patient to proliferate in mixed lymphocyte cultures in vitro was
severely limited (see Fig E3 in this article’s Online Repository
at www.jacionline.org), but this phenotype could be reversed by
IL-2 addition.
During differentiation, the ability of NK cells to respond to
stimulation is finely tuned in function of the repertoire of
inhibitory and activating receptors expressed by each NK cell.9
Because CD247 deficiency causes decreased expression and
function of a range of activating NK receptors, impaired signaling
might underlie the partial block of NK cell differentiation and NK
cell hyporesponsiveness, which were observed in the CD247-
deficient patient. Importantly, similar changes in NK cell
phenotype and function have not been seen in children with
symptomatic congenital human cytomegalovirus (CMV) infec-
tion,10 arguing against the hypothesis that the changes observed
in the CD247-deficient patient are a consequence of CMV
infection.
Our observations have direct implications for the clinical
management of immunodeficient patients. Evenwhen not directly
fatal, episodes of infectious disease delay transplantation and
negatively affect the outcome. Thus, because NK cells play a
critical role in antiviral immunity, the potentiation of NK cell
function, for example by means of low-dose therapy with IL-2,
could be a useful strategy to minimize infections and aid in the
management of these patients until SCT.
We thank all of the subjects who have contributed blood samples for these
studies and Drs M. Lopez-Botet, J. Gil-Herrera, and M. L. Toribio for helpful
discussion and advice.
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strongly associated with HLA-
DR*15:02/16:02 and HLA-DQ*05:01/
05:02 across Southeast AsiaTo the Editor:
Neutralizing anti–IFN-g autoantibodies (nAIGAs) are a
recently recognized mechanism of infection with disseminated
nontuberculous mycobacteria and other intracellular opportun-
ists, with the phenotype being similar to genetic disruption of
IFN-g immunity.1-3 In the last decade, there has been a high
prevalence of nAIGAs, nearly completely restricted to patients
from Southeast Asia, mostly from Thailand and Taiwan,4,5
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INTRODUCTION
Human T cell receptor (TCR) immun-
odeficiencies (TCRID) are rare autoso-
mal recessive disorders caused by muta-
tions affecting TCR, CD3, or CD247
chains, which share developmental, func-
tional, and TCR expression defects (1).
Their rapid diagnosis is fundamental for
patient survival and early hematopoietic
stem cell transplantation. Here, we propose
that studying γδ T cells, which are often
neglected, can be helpful for a timely diag-
nosis. We thus offer a diagnostic flowchart
and some lab tricks based on published
cases.
γδ T CELL AND TCR PHYSIOPATHOLOGY
γδ T lymphocytes are a minor sub-
set (1–10%) of human peripheral blood
T cells. Most (>70%) are CD4−CD8−
[double negative (DN)], some (30%) are
CD8+CD4− and very few (<1%) are
CD4+CD8− [CD8+ or CD4+ single pos-
itive (SP), respectively]. Most γδ T cells
in adults express Vδ2/Vγ9 TCR vari-
able regions (65–90%), the rest being
mostly Vδ1+, some Vδ3+ or Vδ5+, all
with different Vγ chains (2). As periph-
eral blood γδ T cells are scarce, their
over-representation is more conspicuous
than their under-representation, which is
very rarely reported and normally associ-
ated to a single subset, such as Vδ2+ in
granulomatosis (3) or aging (4). Indeed, no
selective γδ T cell immunodeficiency (ID)
has been reported to date, although absence
of γδ T cells has been described together
with other lymphocyte derangements in
rare primary ID (5). The clinical signif-
icance of increased γδ T cells, defined as
>10% of peripheral blood T lymphocytes
(6), requires clarification in several diseases
including infection, autoimmunity, cancer,
and primary ID.
The human γδTCR (Figure 1A inset)
is an octameric protein complex com-
posed of three heterodimers (TCRγ/TCRδ,
CD3γ/CD3ε, and CD3δ/CD3ε) and a
single CD247 homodimer (also termed
ζ/ζ). The complex can be abbreviated
as γδTCR/γεδεζζ. The TCRγ/TCRδ het-
erodimer contains variable regions, which
allow for antigen recognition, while the
other three dimers are invariant and are
required for surface TCR expression and
for intracellular propagation of the recog-
nition signal (7). Therefore, defects in any
chain would expectedly impact γδTCR
expression and γδ T cell selection and
function.
γδ T CELLS IN TCRID
αβ T cells have been extensively studied in
TCRID. In contrast, γδ T cells have been
frequently ignored, in part due to their
scarcity but also to the lack of markers
other than the TCR to identify them when
TCR expression is reduced, as is the case
in TCRID. Although their functions are
still debated, we believe that their accurate
study (relative numbers, Figure 1A, TCR
expression, Figure 1B, and main subsets)
can help to diagnose TCRID, as reviewed
below and summarized in a practical diag-
nostic flowchart in Figure 1C.
TCRα deficient patients showed com-
bined ID and autoimmune features due
to a selective block in αβ T cell develop-
ment, as TCRα is part of the TCRα/TCRβ
(αβTCR, Figure 1A inset) antigen-binding
heterodimer (9). In contrast, the γδTCR
was unaffected, as demonstrated by nor-
mal surface expression (Figure 1B), which
allowed for normal absolute but increased
relative numbers of γδ T cells (Figure 1A).
This is unique among TCRID and thus a
useful feature in the diagnostic flowchart
(Figure 1C). Such γδ T cells were proposed
to be in part protective from infections
in the two reported patients. Indeed, γδ
T cells are involved in immune responses
against a variety of pathogens including
virus, bacteria, and parasites, whereas still
other act as antigen-presenting cells (10)
or B cell helper cells (11). Their beneficial
effects in vivo have found recent unex-
pected recognition in haploidentical allo-
geneic hematopoietic cell transplantation
after depletion of αβ T and B cells (12),
Abbreviations: DN, double negative; DP, double positive; ID, immunodeficiency; mAb, monoclonal antibody; SCID, severe combined immunodeficiency; SP, single
positive; TCR, T cell receptor; TCRID, T cell receptor immunodeficiencies.
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